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Introduction

Introduction

Souvent infectieuse et accidentelle, la toxi-infection d’origine alimentaire (TIA) est une
maladie contractée suite a l'ingestion de denrées alimentaires ou de boissons contaminées par des
agents pathogénes, qu’il s’agisse de bactéries, virus, parasites ou de prions.

80% des TIA seraient dues a des virus, 13% a des bactéries et 7% a des parasites, mais les
agents bactériens seraient responsables de 71,7% des mortalités. Les maladies bactériennes gastro-
intestinales sont a 80% d’origine alimentaire ; les deux principaux agents bactériens incriminés dans
les TIA (en termes de nombre de cas totaux et de nombre d’hospitalisations) sont Salmonella et
Campylobacter (MEAD et al., 1999).

En effet, Quelques especes, en particulier C. jejuni, C. coli et C. lari, sont thermotolérantes
commensa les du tube digestif de nombreux animaux, notamment des volailles. Le poulet de chair
constitue le principal réservoir des Campylobacter thermotolérants, et la consommation de viande
de poulet contaminée a été identifiée comme principal facteur de risque de I’infection humaine
(GOBET, 1990), selon certains auteurs, ces Campylobacter sont considérés comme étant la
principale cause bactérienne de gastroentérites dans le monde surtout dans les pays en voie de
développement (BURUCOA, 2007).

Le développement de la résistance aux antibiotiques est affiché au niveau international
comme une préoccupation majeure en termes de santé humaine et animale, car il remet en question
I’efficacité des médicaments. La résistance des bactéries aux antibiotiques est une problématique
sérieuse en croissance constante tant en médecine humaine que vétérinaire.

Elle donne lieu a des thérapies infructueuses, une morbidité et une mortalité accrues tant
chez I’homme que chez I’animal. L’accroissement de la résistance antimicrobienne de souches
pathogenes est des lors devenu une des plus grandes menaces pour la santé publique. Par ailleurs, la
résistance accrue est également responsable de la hausse des dépenses pour les soins de santé,
entrainant des hospitalisations plus longues et I’utilisation plus onéreuse d’antibiotiques (PEYRAT,
2008).

Chez la volaille, la résistance aux antibiotiques des entéropathogénes zoonotiques,
principalement Campylobacter est d’autant plus dangereuse en termes de santé humaine que ces
bactéries peuvent étre transmises a I’homme par le biais de la chaine alimentaire. La résistance aux
antimicrobiens a émergé comme un probleme de santé croissant avec l'usage répandu des
antibiotiques a des fins vétérinaires ou en tant que promoteurs de croissance dans l'industrie du
bétail (DEVIE et al., 2006).

Dans notre étude nous nous sommes intéressés uniquement a la recherche des

Campylobacter
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thermotolérants, ayant un intérét en hygiéne des denrées alimentaires ; responsables de nombreux
foyers de toxi-infections a travers le monde. Cependant, si de nhombreuses données concernant la
prévalence de ce germe existent pour les pays développés et certains pays émergents, peu d’études
ont été réalisées en Algérie.

C’est dans ce contexte, et en 1’absence de données en matiére de Campylobacter en
médecine vétérinaire et en medecine humaine dans notre pays, que nous Nous sommes orientés vers
la présente étude qui a été scindée en deux parties : une revue bibliographique décrivant nos
connaissances sur les Campylobacter (taxonomie, morphologie, physiologie et méthodes de
détection) et leur cycle épidémiologique chez la volaille et chez I’homme. La seconde partie
présentera notre étude expérimentale dans laquelle on a visé les trois volets suivants :

®» [’estimation de la prévalence des Campylobacter thermotolérants dans quelques élevages et
abattoirs de poulet de chair dans la région de Djelfa.
®» |a caractérisation phénotypique des souches isolées afin de déterminer quelles sont les
especes thermotolérantes dominantes.

®» [ ’étude de la sensibilité aux antibiotiques des souches isolées.









Chapitre I : Description générale

I-Historique

Campylobacter est la bactérie principales responsables de toxi-infection alimentaires et dans
le monde (ERIC, 2007). Les Campylobactériose ont probablement causé un grand nombre
d'infections chez I'animal et chez I'nomme pendant des siécles sans qu'elles soient soupgonnées
d'exister. C’est au milieu des années quarante que les premiéres descriptions fiables de cas humains
ont été faites (DOYLE, 1981).

Des bactéries qui avaient les caractéres morphologiques des Campylobacter ont été décrites
pour la premiére fois, par Escherich en Allemagne en 1886. Il avait représenté le dessin de
I’observation microscopique d’un frottis de selles d’enfant diarrhéique, ou I’on pouvait observer
sans aucun doute la présence de bactéries spiralées et incurvées. Il avait d’ailleurs entrepris une
étude cas-témoin, mais la présence de cette bactérie chez les enfants indemnes de diarrhée, a
I’époque, ne 1’avait pas encouragé a poursuivre cette recherche d’autant que ces bactéries ne
poussaient pas dans des conditions de culture aérobie (ESCHERICH, 1886).

Le premier isolement d’une bactérie de ce genre correspond a Campylobacter fetus dans les
produits d’avortement d’une brebis en 1913. 11 a été baptisé a 1’époque Vibrio fetus du fait de sa
similitude morphologique avec Vibrio cholerae (SMITH, 1998). Les autres especes qui nhous
intéressent le plus aujourd’hui ont été isolées, pour Vibrio jejuni des selles de bovins en 1927.
(JONES et ORCUTT, 1931) et pour Vibrio coli des selles de porc en 1944. Le premier isolement
humain est sans doute également celui de Vibrio fetus dans un cas d’avortement septique a Rouen
en France en 1940. Malgré cette coincidence qui a valu a cette bactérie le nom de Vibrio fetus, les
¢tudes ultérieures ont montré la rareté de 1’isolement de cette bactérie dans le contexte d’infections
maternofoetales.

L’émergence des Campylobacter et en particulier de Campylobacter jejuni est le fruit des
travaux de Butzler a Bruxelles qui, en 1972, a été confronté a un cas de septicémie avec ce type de
bactérie chez une malade ayant une infection intestinale. 1l a ainsi pu appliquer une méthode de
filtration des selles pour isoler la méme bactérie que celle présente dans le sang Une étude cas
témoin chez les enfants ayant ou pas la diarrhée a ensuite montré 1’association entre Campylobacter
jejuni et infection intestinale, contrairement a ce qui avait été le cas a 1’époque d’Escherich ou

I’Europe était encore un pays en développement (SKIRROW, 1977).

La vulgarisation de la recherche de ces bactéries dans les selles a néanmoins commencé
seulement cinq ans plus tard, suite au développement d’un milieu d’isolement sélectif par Skirrow
en 1977(BULL, 2003). Cette recherche a été longue a rentrer dans les mceurs des laboratoires

d’analyse médicale, mais les études montrant la fréquence de cette infection ont conduit a des
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recommandations qui intégrent une recherche systématique des Campylobacters quand une
coproculture est pratiquée (MEGRAUD et al., 2010).

I1- Taxonomie

Les Campylobacter (du Campylo = incurvé, bacter = bacille) correspondent & un germe de
bactéries spiralées ou incurvées a gram négatif, mobiles par un flagelle polaire, micro aérobies,
n’utilisant par les sucres, mésophile (AFSSA, 2004).

Les genres Campylobacter fait partie, avec les genres Arcobacter et Sulfurospirillum, de la
famille des Helicobactereraceae et Hydrogenimonadaceae au sein de I’ordre des Campylobacter a
les (Tableau 1) de la classe des Epsilon-protebacteria, dans le domaine des Eubactérie (SKIRROW
et BLASER, 1995).

Campylobacter est considéré comme sources de zoonose mineure et comme étant 1’une des
causes bactériennes de gastroentérite aprés les salmonelles dans le monde. Les infections dues a
Campylobacter sont rares et/ou bénignes, et curables (MATSANGA, 2014). On peut récapitule

I’arbre phylogénique comme le montre la (Figure 1);
I1-1-Classification phylogenique
Domaine : Bactérie
Phylum : Proteobactria

Classe : Epsilonproteobacteria

Ordre : Campylobacterales

Famille : Campylobacteraceae

Genre : Campylobacter

Figure 1 : Arbre phylogénique des Campylobacter (CAMILLE, 2014)

La plupart des auteurs incluent dans ce groupe Campylobacter jejuni, Campylobacter coli,
Campylobacter lari et Campylobacter upsaliensis, qui a cOté du caractere thermotolérants,
répondent a un critére de pathogénicit¢é commun, car ils sont responsables d’infections gastro-

entéritiques chez I’homme (SNELLING et al., 2005).
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Tableau I: Présentation du Phylum des Protéobactéries. Genres et Espéces
actuellement rattachés a la classe des Epsilon-Proteobacteria (SKIRROW et BLASER, 1995).

Ordre des Campylobacterales
Famille des
Famille des Campylobacteraceae Famille des Helicobacteraceae Hydro-
genimonadaceae
Genre Genre Genre Genre 4 Genres | 1seule Espéce :
Campylobacter | Arcobacter | Sulfurospirillum | Helicobacter
Pathogéne Pathogéne Non pathogéne Pathogéne Non pathogéne Non pathogéne

17 Espéces : 5 Espéces : 4 Espéces: 29 Espéces, peu d'intérét en
C. coli A. nitrofigilis | 8. delevianum parmi lesquelles: ET;?:L
. concisus A.cryaerophilus | 5. arcachonense H. acinonychis
C. curvus A. butzleri S. arsenophilum | pr o Wolinella
C. fetus (subsp. fetus | A. skirrowil §. barnesii H. bizzozeronii | Espéce :
et subsp. venerealis) | A. cibarius H. canis Wolinella Hydrogenimonas
i: E:;‘if:;ﬁ_ H -_'.{m!fq*..-mm succinogenes | thermophila
C. hominis i -:‘.r.-:_um’; .
C. hyointestinalis A ?'rm _ S"E{Hﬂmﬂﬂm'
fsuhiip. hyointestinalis HJ E”_”E”m‘?__ ESPW_E :
et subsp. lawsonii) H }rfeﬂ'mc_mmr .’i'uy’iu-rmr;.-_m.s-
C. insulaenigrae H. hepaticus autoirophica
C. jejuni H. muridarum
(subsp. dovlei et H. mustelae Sulfurovum
subsp. jejuni) H. nemestrinae | Espéce :
C. lanienae H_ pametensis Sulfurovum
C. lari H. pullorum lithatrophicum
C.mucosalis H. pylori _
C.rectus H. rodentium Thiovulum
C. showae H. salomonis Espéce :
C. sputorum H. trogonium Thiovulum
isubsp. bubulus et majus
SUhSP. .TPHFDJ‘!HN}
C. upsaliensis

Le genre Campylobacter contient 17 espéces recensées a ce jour, dont les principales sont
Campylobacter jejuni, Campylobacter coli et Campylobacter fetus (LARRIVIERE et HIGGINS,
1998).
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I11-Habitat et Ecologie

Les Campylobacter sont des hotes intestinaux normaux des volailles, porteurs sains de ces
germes dans leur intestin. Ces animaux constituent le réservoir principal de ces germes.

Ils peuvent contamine ensuite des animaux d’élevage (bovins, moutons, autruches) ou de
compagnie (chiens, chat...), ainsi que les crustacés ou les coquillages. Des espéces de
Campylobacter sont pathogenes pour I’homme et pour les animaux.

Un deuxieme réservoir est constitué par les étendues d’eau présentant des conditions
d’environnement favorables a leur survie (CAMILLE, 2014).

L’un des signes de la grande hétérogénéité¢ des especes €voquées est la grande diversité
d’habitats parmi les Campylobactéries. Leurs habitats, le plus souvent sont : la bouche, le tube
digestif et le tractus génital des animaux sauvages ou producteurs (FEDERIGHI, 1999).

IV -Caractéristiques

IV-1-Caractéristiques génétiques

Le génome de la souche C. jejuni NCTC 11168 est la premiere souche de C. jejuni a avoir
été séquencée. Elle posséde un unique chromosome circulaire de petite taille de 1,641 Mb codant
pour 1654 protéines. La proportion de ’ADN en GC (guanine, cytosine), au sein du genre
Campylobacter, est de 29 a 47%, et, pour la plupart des especes, elle varie de 30 a 36%.
(VANDAMME et al., 1991). Les comportements particuliers du Campylobacter tels que le
caractére fastidieux lors de sa mise en culture, la nécessité de milieu supplémenté (enrichi),
I’incapacité a fermenter les sucres ou a dégrader des substances complexes, 1’absence d’activité de
certaines enzymes comme la lécithinase ou la lipase, I’absence de croissance au-dessous d’un pH
acide (< 4,9) et la relative inertie biochimique sont certainement dus a la tres petite taille du génome
(DROMIGNY, 2007).

Le génome a la particularité de ne présenter aucune séquence d’insertion, aucune séquence
d’origine phagique, et de présenter un faible nombre de séquences hypervariables. Le génome

présente un certain nombre de séquences répétées (PARKHILL et al., 2000).
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Figure 2: Représentation schématique du génome circulaire de C. jejuni NCTC 11168
(PARKHILL et al.,, 2000). En vert, les séquences codantes; en noir, les séquences

hypervariables ; en rouge, les genes impliqués dans la modification des structures de surface
IV-2-Caractéristiques physiologiques

Les bactéries appartenant au genre Campylobacter sont des microorganismes fastidieux a
croissance lente. lls ont un métabolisme respiratoire, et sont classés comme des organismes chémo-
organotrophes, car ils utilisent une variété d’acides organiques, comme les acides aminés ou des
intermédiaires du cycle des acides tricarboxyliques, a titre de source de carbone. Ils n’ont aucune
activité de fermentation ou d’oxydation des sucres, ce qui restreint le choix des tests biochimiques
qui assurent leur identification. La plupart des Campylobacter étant des microorganismes
microaérophile, ils nécessitent une atmosphére composée de 5% d’oxygéene, 10% de CO2 et 85% de
N2 pour une croissance optimale (VANDAMME et al., 1991).

Les effets de la température sur la croissance sont variables. Tout espéce croissance est de
37°C, mais elles croissent presque toutes a 42°C. En effet, seulement C. fetus et C. jejuni C. lari et

C .upsaliensis sont capable développe a cette température (STANLEY et al., 1992).
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I-Bactériologie

Les Campylobacter correspondent a des bacilles a Gram négatif, caractérisés par leur
morphologie de bacilles fins non sporulés de 0,2 a 0,9 um de diameétre sur 0,5 a 5,0 um de longueur,
incurvés en forme de virgule, en forme de S, ou en forme hélicoidale pour les formes longues
(Figure 3 et 4); leur mobilité caractéristique en vrille classiquement décrite comme « un vol de
moucheron » ; leur métabolisme respiratoire microaerophile (certaines peuvent cependant pousser
en aérobiose ou en anaérobiose) ; une réaction oxydase positive et un pourcentage G+C du DNA
compris entre 30 et 38%(AVRIL et al.,1988; AFSSA, 2004)

Figure 3 : Campylobacter jejuni au Figure 4 : = G X 4000 (d’aprés une photo C.
microscope électronique a balayage a jejuni UMR-INRA SECALIM n°1014
=G X 10000 (AFSSA, 2004) (AFSSA, 2004)

I-1-La forme vibrioide

La forme vibrioide est la forme classiqguement observée coloration de gram. Les cellules
sont spiralées, incurvées ou en forme de S. Associés a la présence d’un flagelle, les Campylobacter
présentent alors un fort potentiel de motilité (DROMIGNY, 2007).

I-2-La forme coccoide

Quant a la forme coccoide, c’est la forme de résistance des Campylobacter en conditions de
stress ou en phase de dégénérescence (DROMIGNY, 2007). Sous cette derniére forme, la taille des
bactéries est de I’ordre de 1 um (Figure 5 et 6).
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Cargy Covd e

Figure 5 : Campylobacter jejuni Figure 6 : Campylobacter jejuni en
en coloration de gram (NG et al., 1985) microscopie électronique. Formes vibrioide et
coccoides. Gx 10000 d’aprés une photographie
(DROMIGNY, 1990)

Les especes du genre Campylobacter sont des bactéries Gram négatives ayant une
morphologie spiralée pouvant également évoluer vers une forme coccoide (forme dégénérescente).
La mobilité de Campylobacter est assurée par la présence d’un ou de deux flagelles polaires jouant
un role important dans le déplacement de bactéries dans le tube digestif, lui permettant d’atteindre
la membrane épithéliale (DROMIGNY, 2007).

I1-Composants de la surface.

Les enveloppes cellulaires de Campylobacter sont typiques d’une bactérie a Gram négatif.
Campylobacter posséde ses propres composants de surface nécessaires a sa virulence et a sa
colonisation. Ces éléments de surface se distinguent en 04 catégories :

v Les polysaccharides de surface
v' Les protéines de surface

v' Lacouche S

v Le(s) flagelle(s)

11
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11-1-Les polysaccharides des surfaces

11-1-1-Les lipopolysaccharides (LPS)

Les lipopolysaccharides sont des composés naturellement présents de maniére abondante
chez beaucoup de bactéries gram négatif. Y compris Campylobacter (Figure7).Chez les bactéries du
type Gram négatif on retrouve :

Les lipopolysaccharides qui se composent de 3 régions distinctes : Le lipide A bien ancré
dans la membrane externe représente la partie endotoxique du lipopolysaccharides. Attaché a ce
méme lipide A, on retrouve un noyau oligosaccharidique a chaines ramifiées divisible en 2 régions,

une région interne et une externe (GUERRY, 2000).

I Membrane
9% @ Externe
®
Py Espace
périplasmique

[ ]
<A Y Ty Membrane
99 D cytoplasmique

*<=  Phospholipide
e ® © Enzymes
> @ Proteines structurales
=  Porine

== Lipoprotéine
emm=_ LPS
L Peptidoglycane

Figure 7 : schéma de la paroi des bactéries a Gram négatifs (DROMIGNY, 2007)

La région interne de ce noyau comprend un acide particulier dit acide kéto-

déoxyoctulosonique nécessaire a la fixation au lipide A et des résidus d’oses.

11-1-2- Lipooligosaccharide (LOS)

Les LOS présentent une structure bipolaire. Chez C. jejuni, ces structures ont pour
longtemps été considérées comme étant des LPS, mais 1’absence d’une répétition d’une structure de
type antigene-O ont permis de les caractériser en tant que LOS. Ces structures sont connues comme
étant impliquées dans les mécanismes de résistance au sérum et dans 1’évasion du systéme
immunitaire de I’h6te (GUERRY et al., 2000).

Chez C. jejuni, les LOS sont postulés comme étant a ’origine du développement des

syndromes de Guillain Barre et de Miller-Fisher, par mimétisme avec des structures gangliosidiques
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humaines. Ce mimétisme entraine le développement d’une réponse auto-immune. Récemment, il a
été montré que la liaison de la partie saccharidique sur le lipide était impliquée dans le
déclenchement de la réponse auto-immune (PRENDERGAST et al., 2004).

11-2-Protéines de surface

11-2-1-Porines

Les diverses études effectuées sur la membrane externe de Campylobacter ont permis la
mise en ¢évidence d’une répétition importante d’un assemblage de protéines sous la forme de
complexe trimérique couvrant ainsi presque toute la surface externe de la bactérie. Ce complexe
trimérique représente la porine. On parlera également de Major Outer Membrane Protein (MOMP)
car il s’agit 1a de la protéine la plus fréquemment rencontrée sur la surface externe de la membrane.
Nul doute, en vue de sa présence invariable chez toutes les souches de Campylobacter, qu’elle joue
un réle essentiel (PEREZ et al., 1986).

11-2-2-Glycoprotéines de surface

Il existe en surface des Campylobacter, des glycoprotéines constituées de glycanes (ou
polysaccharides) liés a I’Asparagine par des résidus NH (NEWELL et al., 2005).Le role de ce
systéme, méme s’il n’est pas ¢ludé a permis de tirer quelques conclusions. En effet, des études
menées avec des intestins de poulets et de souris par Karlyshev et son équipe en 2004,ont permis de
mettre en évidence in vitro, qu’une rupture de ce systéme de glycosylation avait pour conséquence
une capacité réduite pour Campylobacter a s’attacher et envahir des cellules eucaryotes . D’autres
¢tudes ont permis par la suite de mettre en évidence qu’une perte de ce complexe par la bactérie
entrainait une diminution de virulence (DROMIGNY, 2007).

11-3-Couche S

Cette couche commune aux bactéries gram négatif est décrite comme un treillis para
cristallin recouvrant la membrane externe. Cette couche distincte est essentiellement composée
d’une protéine simple de poids moléculaire €levé. Cette couche semble vraisemblablement avoir un
réle de protection supplémentaire.

Il est a relever tout de méme que cette couche n’est pas présente chez Campylobacter jejuni
alors qu’on la retrouve chez les autres Campylobacter (NEWELL et al., 2005).

11-4-Le(s) flagelle(s)

La structure de base du flagelle de Campylobacter est trés proche de celle rencontrée sur les
bactéries Gram négatif. On peut ainsi décomposer le flagelle en plusieurs unités :

e Le moteur et le commutateur qui sont inclus dans la membrane cytoplasmique
e Latige qui traverse la paroi

e Etenfin le crochet et le filament qui constitue la structure externe hélicoidale (Figure 8).
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La grande taille de son crochet (I’un des plus grands recensé dans le monde bactérien) et sa
structure reflete parfaitement le besoin de motilité du Campylobacter au niveau de la muqueuse
intestinale (FEDERIGHI, 1999 ; MEKKAOQOUI, 2009)

Résidu glycane
Filament décorant le flagelle

flagellaire

Crochet

Membrane
externe

—=—— Corps basal

Membrane
interne

L

Flagelle glycosylé

Figure 8 : Schéma d’un flagelle de Campylobacter (MEKKAOUI, 2009)

14






Chapitre 111: Campylobactériose humaine

CAMPYLOBACTERIOSE HUMAINE

Certaines infections a Campylobacter peuvent étre totalement asymptomatiques. Cependant,
les principaux signes cliniques des Campylobactériose sont ceux d’une gastro-entérite aigué, le plus
souvent bégnine et se résolvant en quelques jours sans avoir recours a un traitement antibiotique
(BLACK et al., 1988).

I- SIGNES CLINIQUES DE LA CAMPYLOBACTERIOSE

Les Campylobacter sont responsables chez I’homme d’une gastroentérite aigiic et peu
spécifique qui dure dans la majorité des cas moins d’une semaine (80% des cas) et qui se manifeste
géneralement par une diarrhée (90% des cas). Elle peut se compliquer de bactériémie, de
localisations secondaires et d’un syndrome post-infectieux (AFSSA, 2004).

I-1-Entérite

Les quatre principales espéces responsables d’infections digestives sont C. jejuni, C. coli, C.
lari et C. upsaliensis. Il est admis généralement que C. jejuni représente 95% des cas de gastro-
entérites provoqués par Campylobacter chez ’homme (FEDERIGHI, 1999).

La durée d’incubation est comprise entre 1 et 7 jours et dure en moyenne de 3 a 4 jours.
L’affection entérique se manifeste particulicrement par des diarrhées (90 % des cas), des douleurs
abdominales, des selles sanguinolentes, de la fievre et parfois des nausées et des vomissements
(AFSSA, 2006). Elle est d’abondance variable passant du stade apparition de petites selles molles
(dans les cas les plus bénins) au stade d’émission de plus d’une voire méme deux dizaines de selles
muqueuses par jour (AFSSA, 2004) (Figure 9).

L’entérite a Campylobacter peut survenir a tous les ages de la vie mais le tableau peut
présenter des variantes en fonction de 1’dge du patient. Chez le nourrisson, un risque de
déshydratation et de convulsions existe. L’allaitement maternel protége en partie de I’expression
clinique de I’infection (NACHAMKIN et al., 1994). Les symptdmes sont maximaux au moment du
sevrage. Dans les pays en développement ou I’exposition est trés fréquente, 1’enfant souffre
d’infections successives, une immunité s’installe qui aboutit & un portage asymptomatique
(DIARRA, 1993)

I-2 Infections Systémiques

Les Campylobacter sont des bactéries invasives qui peuvent migrer du tractus digestif vers
la circulation sanguine. Cependant, ce cas de (Figure 9) reste trés rare notamment pour les entérites
dues a des Campylobacter thermotolérants avec une fréquence de bactériémies et de septicémies
détectées de 0,1 % (SKIRROW et BLASER, 1995). Néanmoins, C. fetus est souvent associé a
une infection systémique chez des patients déja immunodéprimes. Les bacteriémies et
septicémies éventuelles s’accompagnent de fiévre et sont a 1’origine de localisations secondaires :
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endothélium vasculaire, os, articulations, meninges. En général, C. fetus est impliqué dans 90 % de
ces infections avec un aspect allant de la simple bactériémie avec peu de fiévre et
disparaissant rapidement a une Vvéritable septicémie associée a une longue période fébrile
(MANDAL et al., 1984).

Comme pour de nombreuses autres infections, une Campylobactériose pendant une
grossesse peut présenter un danger pour la femme et le foetus : une bactériémie puis une infection
intra-utérine peuvent entrainer un avortement, une naissance prématurée ou une mortalité
néonatale (EUZEBY, 2002). Une hygiéne alimentaire stricte pendant la grossesse est donc
préconisee.

I-3- Syndromes Post-Infectieux

Comme d’autres bactéries entéropathogénes, les Campylobacter peuvent entrainer des
syndromes post-infecticux tels que I’arthrite réactionnelle (Syndrome de Reiter), 1’érythéme
noueux; ces complications se produisent dans moins de 1 % des cas (BERESWILL et KIST,
2003). Toutefois, le syndrome de Guillain-Barré (SGB) survient plus fréquemment : on estime que
20 & 50 % des cas seraient dus & une infection & Campylobacter.

Ce syndrome de Guillain-Barré se traduit par des troubles nerveux avec paralysie flasque
descendante plus ou moins réversible (récupération partielle, séquelles neurologiques dans 20 % des
cas, mortalité dans 3 % des cas) (MILY, 2008). La pathogénie s’explique par une démyélinisation
du systéeme nerveux périphérique et une réaction lymphocytaire due a un mimétisme antigénique
entre un composant membranaire du nerf périphérique et le lipopolysaccharide de la paroi
bactérienne des Campylobacter. Cette réponse auto-immune est déclenchée apres infection par
certaines souches de C. jejuni présentant en surface des structures polysaccharidiques qui miment
les structures des gangliosides humains. Toutefois, les mécanismes par lesquels ces bactéries
provoquent chez certaines personnes un SGB n’ont pas encore été élucidés (BELHADRI, 2008)

En effet, Un Syndrome hémolytique et urémique (SHU), attribué a C. jejuni, peut
également survenir, plus souvent chez I’enfant, au cours ou a la suite d’une entérite aigiie

(CANTON et al., 1989).
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Figure 9 : Schéma englobant les signes cliniques de la Campylobactériose et son
évolution (SGB) (CHARRAT, 2017)

I1- EPIDEMIOLOGIE

I1 est important de caractériser les souches bactériennes provenant d’une épidémie ou de cas

isolés afin d’obtenir des données épidémiologiques comme la source de I’agent infectieux, sa nature

et sa route de transmission. La présence de certains microorganismes dans 1’environnement est un

facteur déterminant pour la propagation de maladies infectieuses chez I’humain. Tel que rapporté

dans la littérature, les problémes intestinaux causés par C. jejuni sont importants en médecine
humaine (GUEVREMONT, 2004).

I1-1-Incidence
Les Campylobacter sont la cause la plus fréquente des gastro-entérites bactériennes dans les

pays industrialisés. L’incidence annuelle estimée des infections a Campylobacter dans la population

générale varie selon les pays et est en augmentation dans plusieurs d’entre eux (Figure 10) (AFSSA,

2004)
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Figure 10 : Incidence des Campylobactériose humaines dans sept pays industrialisés de
1980 a 1998 (FRIEDMAN et al., 2000).

Il existe une recrudescence du nombre d’infection @ Campylobacter au cours des moins les
plus chauds. C. jejuni représente 80 % des agents identifiés parmi les infections & Campylobacter.
L’infection touche tous les groupes d’age et I’incidence est maximale chez le nourrisson et
le jeune (AFSSA, 2004).
11-2-Forme épidémiologique des campylobactériose
Trois formes épidémiologiques de campylobactériose digestive peuvent étre distinguées
(AFSSA, 2004)
e La forme professionnelle
e La forme épidémique

e La forme sporadique

11-3-Réservoir Campylobacter

Les origines possibles de C. jejuni pour I’homme sont nombreuses; on les trouve
particulierement au sein des réservoirs animaux. La contamination humaine par C. jejuni peut se
faire par contact avec des animaux sauvages (principalement les oiseaux), des animaux de
compagnie, les animaux d'élevage qui constituent les principales sources mais aussi par contact
avec des porteurs humains ou avec les eaux de surface contaminées (GARENAUX, 2005) (Figure
11).

Ces animaux vont pour la plupart héberger ce Campylobacter au sein de leur appareil

digestif sans pour autant en exprimer des manifestations cliniques : on parlera alors de portage
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asymptomatique chez 1’animal (THOMAS, 2009). Les oiseaux sauvages et domestiques tels que les
volailles sont consideres comme les principaux réservoirs de C. jejuni (65-95%) (SAVILL et al.,
2001).

Voies de Transmission Réservoirs Campylobactériose
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Figure 11 : Schéma reprenant les réservoirs, les voies de transmission et les signes
clinigues de la Campylobactériose (CHARRAT, 2017)

I11-Traitement et résistance aux antibiotiques

I11-1-Traitement

Dans la plupart des cas, I’infection intestinale rétrocéde spontanément en moins d’une
semaine, mais les antibiotiques peuvent étre indiqués pour les cas graves. Pour C. jejuni, le
traitement antibiotique réduit la durée de la diarrhée et la durée d’excrétion des Campylobacter dans
les selles. Les antibiotiques de choix sont les macrolides avec 1’érythromycine en téte de file et les
fluoroquinolones (AVRAIN et KEMPF, 2000).

Les aminoglycosides peuvent également étre administrés par voie intraveineuse lors
d’infection tres sévere ou de septicémie (AARESTRUP et ENGBERG, 2001). Lorsqu’un traitement
antibiotique est nécessaire, plus il est administré tot dans le développement de la maladie, plus la
durée de la maladie est réduite (TERNHAG, 2007).
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I11-2-Résistance des Campylobacter aux antibiotiques

Un nombre important et croissant des souches de Campylobacter résistantes aux
antibiotiques sont actuellement isolées dans plusieurs pays aussi bien dans les échantillons humains
qu’alimentaires. A titre d’exemple, depuis les années 1990, la résistance aux macrolides et aux
fluoroquinolones augmente, et est reconnue comme étant un probléme émergent de santé publique
dans plusieurs pays européens (ENGBERG et al., 2001).

111 -3-Méthodes d’étude de la résistance aux antibiotiques

Les méthodes utilisées pour évaluer la sensibilité des bactéries aux antibiotiques sont
cruciales pour les résultats et 1’évaluation de la résistance (KUMMERER, 2004).

111-3-1- Méthodes traditionnelles

Les méthodes conventionnelles nécessitent 1’isolement en culture pure des bactéries a
étudier, et la réalisation d’essais au cours desquels les bactéries sont exposées a différentes
concentrations d’antibiotiques sous des conditions de croissance précises. L’aptitude des
antimicrobiens a inhiber la croissance des bactéries est déterminée (EUZEBY, 2003).

e les méthodes de diffusion des antibiotiques a partir de disques de papier buvard : Des
disques de papier buvard, imprégnés des antibiotiques a tester, sont déposés a la surface d'un
milieu gélosé, préalablement ensemencé avec une culture pure de la souche a étudier.

e les méthodes de dilution en milieu liquide ou gélosé : Les méthodes de dilution sont
effectuées en milieu liquide ou en milieu solide (gélose). Elles consistent a mettre un
inoculum bactérien standardisé au contact de concentrations croissantes d'antibiotique.

111 -3-2-Méthodes génétiques
L’¢tude des mécanismes de la résistance aux antibiotiques, biochimique puis génétique, a
permis D’identification de déterminants génétiques responsables des phénomenes de résistance
observés. Dans tous les cas, 1’acquisition d’un mécanisme de résistance aux antibiotiques repose
soit sur :
e Un transfert horizontal de genes (intégrons, transposons, plasmides)
e Une mutation d’un géne chromosomique ou psalmodique

(SUNDSFJORD et al., 2004).
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I- Moyens de lutte contre Campylobacter

Dans la filiére du poulet de chair, Campylobacter est retrouvé a tous les stades de la chaine
de production avec une trés forte prévalence de contamination (HUE et al., 2010; ALLAIN et al.,
2014). Plusieurs études d’analyse quantitative de risques (ROSENQUIST et al., 2003; ROMERO et
al., 2013) ont estimé que la mise en place de différents moyens de lutte contre Campylobacter au
niveau de la production primaire permettrait de diminuer considérablement la contamination des
produits de volailles.

De ce fait, I’incidence des Campylobactériose humaines serait également limitée. Les
traitements des carcasses de volaille en abattoir, ainsi que des campagnes de sensibilisation des
consommateurs, permettraient également d’impacter les maladies humaines mais les plans d’action
au niveau des élevages auraient un bénéfice plus important sur la santé publique, ce stade de la
chaine alimentaire influencant la qualité des étapes ultérieures (ROSENQUIST et al., 2003).

I-1-Au niveau de la production primaire

Au niveau de la production primaire, il a été estimé qu’une diminution de la charge
intestinale des volailles en Campylobacter de 10% a 10° UFC/g de fientes permettrait de réduire
I’incidence des maladies humaines de 76 a 100 % (ROSENQUIST et al., 2003; ROMERO et al.,
2013).

Trois grands types de stratégies ont été étudiés :

«La premiére stratégie consiste a renforcer les mesures de biosécurité pour limiter
I’introduction et la propagation de la bactérie dans les élevages avec notamment des pratiques
d’hygiéne renforcées ou I’installation de moustiquaires.

«Une autre stratégie d’intervention pour diminuer la charge en Campylobacter, est
I’utilisation d’additifs alimentaires ayant une action inhibitrice vis-a-vis de la bactérie. Les produits
testés regroupent des acides organiques et des acides gras, et probiotiques (SAINT-CYR et al.,
2016), des extraits de plantes et les huiles essentielles, des bactériophages et les bactériocines.

= la dernicre stratégie est d’ordre immunologique et regroupe des études d’immunisations
passives et de vaccination. A 1’heure actuelle, la combinaison de plusieurs stratégies n’a €té que tres
peu étudiée.

v/ Lavaccination aviaire anti-Campylobacter :

Est un domaine de recherche particulierement actif. Plusieurs essais ont eté conduits en
utilisant des vaccins vivants (C. jejuni atténuées, microorganismes vecteurs d’antigénes de
Campylobacter) ou des vaccins inactivés (C. jejuni inactivés, protéines recombinantes). Quelques

études utilisent également une combinaison de plusieurs stratégies vaccinales.
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Les premiéres études de vaccination aviaire anti-Campylobacter utilisant des vaccins a
bactérie entiere (WCV) consistaient a administrer la bactérie tuée ou atténuée dépourvue de
virulence et de capacités de colonisation. Certaines études ont montré que I’administration par voie
orale de C. jejuni inactivé au formol permettait de réduire la colonisation des poulets de 16 a 93%
en comparaison avec le groupe controle.

De plus, une primo administration in ovo suivie, aprés éclosion, d’un boost oral de C. jejuni
tué¢ par la chaleur a permis d’engendrer une réponse immunitaire spécifique aussi bien au niveau
sérique que mucosal. Le pouvoir protecteur du vaccin n’a toutefois pas été évalué (NOOR et al.,
1995).

Enfin, il a ét¢ montré qu’une double injection de WCV, en combinaison avec la flagelline
par voie intrapéritonéale (IP) permettait de diminuer la colonisation caecale des poulets de 102
UFC/g (WIDDERS et al., 1998).

I-2-A P’abattoir

En abattoir, la prévalence de Campylobacter sur les carcasses est plus importante qu’au
niveau des élevages en raison de I’utilisation des mémes chaines de production entre les lots de
volailles contaminés et non contaminés. L’étape d’éviscération est la plus critique en termes de
contamination croisée bien que I’échaudage et la plumaison aient également été considérés comme
facteurs de risques (MARINE, 2017).

Afin de lutter contre Campylobacter en abattoir, différentes stratégies de traitements des
carcasses pourraient réduire le risque de contamination humaine de 37 a 100 % (ROMERO-
BARRIOS et al., 2013). Celles-ci incluent des traitements physiques des carcasses avec notamment
des procédés de refroidissement par 1’air, par immersion, des procédés de congélation ou encore une
exposition des carcasses a la vapeur et aux ultrasons. A plusieurs reprises, 1’irradiation des carcasses
a également permis de diminuer le taux de Campylobacter bien que ce type de traitement soit le
plus souvent associé a une perte de qualité de la viande.

Les différentes mesures appliquées en abattoir ont montré leur potentiel dans la lutte contre
Campylobacter et pourraient étre complémentaires des mesures de lutte au stade de la production
primaire. Les reésultats obtenus entre les différentes études présentent parfois de grandes variations
et necessitent des ameliorations techniques et de nouvelles expérimentations. A ce stade,
I’important est de trouver un équilibre entre une diminution intéressante de la charge de bactéries
sur les carcasses et une conservation de la qualité de la viande (MARINE, 2017).

I-3-Au niveau de la distribution et du consommateur

Au niveau de la distribution, un plan de surveillance réalise en France en 2009 sur des

produits de poulets de chair (carcasses, cuisses, filets) a permis d’estimer une prévalence de
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Campylobacter de 76 % (HUE et al., 2010). Le conditionnement des produits de volailles pourrait
représenter une barriére pour réduire le taux de contamination sur les produits destinés aux
consommateurs.

En effet, il a été montré que les produits avec peau sont significativement plus contaminés
que ceux sans peau ainsi que les produits conditionnés sous film par rapport a ceux conditionnés
sous atmosphére modifiée (RIVOAL et al., 2005).

Les ¢études d’évaluation quantitative du risque Campylobacter soulignent le role de
I’hygiéne en cuisine parmi les causes d’exposition du consommateur (ROSENQUIST et al., 2003).
Il a été montré a de nombreuses reprises que les contaminations croisées de Campylobacter lors de
manipulations domestiques a la cuisine avaient un réle important dans la contamination du
consommateur (TANG et al., 2009).

Le taux de transfert de la bactérie a partir de cuisses de poulets naturellement contaminées
vers la planche de découpe varie de 0,05 % a 55 %. Il a lieu dés les premieres minutes de contact et
un poids faible exercé sur le produit est suffisant pour permettre un transfert de Campylobacter sur
une planche de découpe (CHEMALY et al., 2007).

De plus, il a été montré que ce transfert de produits naturellement contaminés vers des
produits cuisinés via la planche de découpe peut se produire dans pres de 30 % des cas. Les deux
espéces C. jejuni et C. coli, présentant des caractéres de virulence et de capacité d’adhésion
importants, sont capables de transférer (MARINE, 2017).

Lors d’une étude réalisée par I’ANSES et apres 1’analyse des réponses a des questionnaires
en ligne et observations a domicile, il a été estimé que le contact direct entre les poulets crus et des
aliments préts a cuire ainsi que 1’utilisation de planches de découpe non nettoyées étaient les voies
de contaminations contribuant le plus au risque de contamination (EFSA, 2011).

Dans le but de sensibiliser les consommateurs aux problemes de manipulations de viandes
crues dans les cuisines, un recueil de recommandations de bonnes pratiques d’hygiene a été
développé a I'initiative de plusieurs associations de consommateurs (ALLAIN et al., 2014)

En 2014, la FSA (Food Standards Agency) a lancé la campagne «Don’t wash raw chicken ».
La sensibilisation du consommateur est d’autant plus difficile que Campylobacter est une bactérie
méconnue. En effet, une récente étude francaise a montre que 83 % des personnes interrogees ne
connaissaient pas et n’avaient jamais entendu parler de cette bactérie tandis que d’autres bactéries
telles que Salmonella, Listeria ou E. coli étaient plus connus (TANG et al., 2009).

L’efficacité des stratégies de communication vis-a-vis de Campylobacter a eté évaluée et a
montré que le risque de Campylobactériose pourrait étre réduit de 1,2 a 9 % si 5 a 10 % des

consommateurs sensibilisés changeaient leur comportement.
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La sensibilisation du consommateur sur la problématique Campylobacter pourrait donc
participer a la diminution du nombre de cas de Campylobactériose. Ce niveau de la chaine
alimentaire n’est donc pas a négliger. Des actions simultanées aux différents stades de la chaine
alimentaire (élevages, abattoir, distribution et consommateur) permettraient de diminuer de fagon
significative 1’incidence des maladies humaines. Des efforts doivent étre poursuivis a tous les
niveaux, Campylobacter représentant chez I’homme la premiére cause d’infection gastro-intestinale
bactérienne (AFSSA, 2004).
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I-DETECTION ET ISOLEMENT DES CAMPYLOBACTER

Avant de voir les méthodes de détection des Campylobacter au sein des aliments et celles
appliquées dans le cadre médical, nous allons faire un rapide rappel concernant les diverses
conditions que devront avoir les milieux de culture pour satisfaire a la détection des Campylobacter
(CAMILLE, 2014).

I-1-Conditions générales de cultures des Campylobacter

I-1-1-Microaérophile :

Campylobacter est considéré comme un germe microaérophile ; ¢’est-a- dire qu’il est cultivé
en présence d’une atmosphére appauvrie en oxygene, généralement comprise entre 5% et 10%
(FEDERIGHI, 1999).

I-1-2-Capnophilie :

De nombreux auteurs estiment que les Campylobactéries sont plus Capnophilie qu’ils ne
sont microaérophile ; ¢’est-a-dire qu’ils vont exiger une atmosphére enrichie en CO2 de 10% pour
cultiver. Le mélange gazeux propre a la culture du germe comprend : 5% de O, 10% de CO; et
85% de N2 (AVRIL, 1992 ; PEYRAT, 2008).

I-1-3-Température d’incubation :

Les souches de Campylobacter sont thermophiles se cultivant aisément a 42°C tels
Campylobacter jejuni, Campylobacter coli ou encore Campylobacter lari. Ces mémes souches ne se
cultiveront pas a 25°C alors que pour Campylobacter fetus il en sera I’inverse.

Ainsi on pourra méme utiliser la température d’incubation pour optimiser la recherche de
certaines souches de Campylobacter. A 37°C on permettra la culture de toutes les espéces de
Campylobacter tandis que 42°C permettra une recherche plus sélective de Campylobacter jejuni ou
Campylobacter coli (GREGORY, 2009).

I-1-4-Durée d’incubation :

La durée optimale d’incubation est en général de 48 heures. Mais lorsque I’on effectue
une primo-culture, cette durée d’incubation peut étre augmentée jusqu’a 96 heures. Cela permet
d’augmenter le nombre d’isolats, mais le rend beaucoup plus délicat, du fait du développement des
germes concurrents. En repiquage de souches jeunes, 24 heures suffisent (AVRIL, 1992 ;
FEDERIGHI, 1999).

I-1-5-Milieux de culture :

Le recours a des milieux sélectifs est nécessaire en particulier pour la culture des
Campylobacter thermotolérants (CORRY et al., 1995). Le mileu Butzler, a base de sang, et le
milieu Karmali, a base de charbon, sont, avec le milieu Skirrow, les plus connus pour 1’isolement

des Campylobacter thermotolérants. Tous les trois contiennent un mélange d’antibiotiques
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differents. Les milieux Butzler et Karmali, plus récents, sont plus sélectifs que le milieu Skirrow et
permettent une meilleure déetection des Campylobacter (KARMALI et al., 1986 ; GUN-MUNRO et
al., 1987).

Des milieux non sélectifs, d’enrichissement, de transport et de conservation existent aussi.
L’utilisation de plusieurs milieux augmente la probabilité de mettre en évidence Campylobacter lors
d’une analyse bactériologique (KOENE et al., 2004).

I-1-6-Le pH :

Plusieurs expériences ont permis & Doyle de montrer que la zone optimale de croissance 6,5-
7,5.pour les Campylobacters situait aux abords de pH neutre compris entre pH 6 et 8 (FEDERIGHI,
1999).

I-2-Méthodes de détection

I-2-1 Choix de la méthode en fonction de I’origine des prélévements
L’origine des prélevements influe sur :

* Le niveau de contamination par Campylobacter : par exemple, les prélevements de fientes
de volailles contiennent environ 10% 108 UFC/g, les prélévements d’aliments ou d’eau en
contiennent beaucoup moins (en relation avec leur niveau de contamination)

« L’état des Campylobacter : dans les prélevements environnementaux, les Campylobacter
sont souvent dit « stressés ». lls ont été prélevés dans un milieu peu propice a leur croissance,
souvent dépourvu en nutriments. Dans ce cas, les Campylobacter vont nécessiter une phase de «
récupération » de quelques heures dans un milieu non sélectif (HUMPHREY, 1989).

I-2-2-Prélevement des échantillons

Chez volailles : Les volailles sont trouvées porteuses majoritairement de C. jejuni (65 a 95
%), moins souvent de C. coli et rarement d’autres espece (NEWELL et al., 1983 cité par
AGGOUNE et SABRI, 2016). Les échantillons d’oiseaux vivants, destinés a chaine alimentaire,
doivent donc étre collectés aussi prés que possible de 1’abattage.la plupart des oiseaux excrétent un
grand nombre de micro-organismes (10% UFC/g).

Chez I’homme : recherche les Campylobacter chaque fois qu’il existe un ou plusieurs
symptomes digestifs tels que la diarrhée et la présence de sang dans les selles. Et pour la culture, on
peut recourir a des selles fraichement émises ou recueillies par un écouvillonnage rectal (OMS,
2003).

I-2-3-Transport des échantillons

Les Campylobacter sont particulierement sensibles aux conditions environnementales, en
particulier 1’oxygeéne atmosphérique, la déshydratation, les atmosphérique élevées et la lumiere. Le

transport au laboratoire et les étapes suivantes doivent donc étre aussi rapides que possible (de
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préférence le jour méme, sinon dans les 2 jours). les prélévement ne doivent pas étre transportés sur
des peaux, soin les Campylobacter risquent de sécher et de mourir rapidement. Un milieu de
transport approprié augmente la probabilité de maintenir les Campylobacter présents sur la peau. En
fin, quand le délai enter le prélevement et son traitement est long, un stockage a 4°C est conseillé
(AGGOUNE et SABRI, 2016).

I-2-4- Traitement des échantillons

A T’arrivée au laboratoire, les échantillons doivent étre traités le plus rapidement possible,

de préférence le jour d’ Iarrivée. Si la culture des Campylobacter est réalisée directement a partir
du prélévement, on parlera d’isolement direct. Si elle est réalisée aprés une phase d’enrichissement,
on parlera d’isolement indirect (PEYRAT, 2008).

a-Enrichissement

Cette phase d’enrichissement permet d’augmenter le nombre de Campylobacter dans le
milieu. Elle favorise la détection des Campylobacter dans les prélévements ou ces bactéries sont en
faible nombre, ou stressées et/ou en présence d’une flore compétitive abondante.
L’enrichissement est donc recommandé pour les prélévements d’environnements (NEWELL et al.,
2001). L’enrichissement consiste a incuber les prélévements dans des bouillons sélectifs (contenant
des antibiotiques) pendant 24 a 48h a 37°C. Ces bouillons sélectifs dérivent pour la plupart des
milieux solides les plus connus (par exemple : Bouillon d’enrichissement de Preston).

b-1solement direct

Selon la norme 1SO 10272 (1995), pour les produits suspectés de contenir une quantité
importante de Campylobacter, procéder a un isolement direct en ensemencant la suspension mére
non incubé sur la surface de la gélose Karmali et d’un autre milieu. Puis incuber a 42 °C en
atmosphére microaérophile, et examiner aprés 48 heures, 72 heures voire 5 jours, pour controler s’il
y a présence de colonie présumées étre des Campylobacter (NF-1SO : 10272, 1995).

I-2-5-Technique de culture sélective des Campylobacter

Deux possibilités existent pour cultiver sélectivement les Campylobacter: les milieux
sélectifs et la filtration.

I-2- 5-1 -La filtration

Dans les milieux polymicrobiens, il existe une alternative a 1’utilisation des milieux sélectifs
pour éliminer la flore compétitive de Campylobacter : la technique de filtration. La suspension est
déposée sur un filtre (pores de 0,65 um de diameétre) posé sur une gélose au sang non sélective. Le
filtre est retire apres un temps variable (30 min a 2 h) et la gelose est incubée a 37°C. Seuls les
Campylobacter sont capables de traverser le filtre et se développent sur la gélose. Cette technique,
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longue et fastidieuse, permet d’isoler les espéces fragiles de Campylobacter et nécessite que les
prélevements soient trés riches en Campylobacter (FEDERIGHI, 1999).

I-2- 5-2 -Les milieux sélectif

De nombreux milieux sont d’usage courant pour la culture de Campylobacter spp. les
milieux sélectifs peuvent étre divisés en 2 grandes catégories : les milieux contenant du sang et les
milieux contenant du charbon. Les composants du sang et le charbon permettent d’éliminer les

dérivés oxygénés, la sélectivité des milieux dépend des antibiotiques utilisés (CORRY et al., 1995).

Les milieux sélectifs sont des géloses ou des bouillons au sang additionné de plusieurs
antibiotiques qui vont inhiber la flore contaminant. Les Campylobacter sont sensibles au stress
oxydatif, donc la plupart de ces milieux contient des ingrédients qui protegent les Campylobacter
des effets toxiques des oxydants. Les plus utilisés sont le sang défibriné ou lysé, le charbon de bois,
des combinaisons de sulfate de fer, de métasulfite de sodium et de pyruvate de sodium (FPB) et
I’hématine (CORRY, POST et al., 1995).

Exemples de bouillons d’enrichissement sélectifs (OIE, 2005):
* Bouillon de Bolton;
* Bouillon de Preston,;
* Bouillon d’Exeter;
* Bouillon de Park et Sanders;

» CCDB (bouillon au charbon, a la céfoperazone et au désoxycholate).

Exemples de milieux solides sélectifs contenant du sang (OIE, 2005)
* le milieu de Skirrow
* le milieu de Karmali
* le milieu de Butzler (Virion).
La composition du milieu d’enrichissement de Preston et de 3 milieux sélectifs

(Skirrow, Karmali et Butzler) est indiquée dans le tableau (11).
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Tableau Il : Composition des principaux milieux solides et liquides pour les

Méthodes de détection

Campylobacter thermotolérants d’aprés (CORRY, POST et al ., 1995)

Milieu de Systeme CFz Ozoé%rﬂzg:ge(g) Rifampicine | Antifongique |[TMP
Base Antioxydant | (mg/l) (ul) (un (mg/l) mg/l
Bouillon 5% sang de CV Cycloheximide
Preston nutritif Lysé i 5000 10 50 i
. Gélose au | 7% sang de CV
Skirrow sang Lysé - 2500 - - 5
4 g de charbon,
. Gélose 0.32g hématine
Karmali| )1 ombia 0.1g pyruvate de 32 ) ) i )
sodium
Bouillon | 5-7% de sang de .
Butzler nutritif mouton 15 10000 10 Amphotéricine B| -

CFZ = Céfopérazone ; TMP = Triméthoprime
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Objectifs de I’étude :

Le Campylobacter thermotolérants est 1’une les 4 principales causes mondiales des maladies
diarrhéiques. Le Campylobacter est, en effet, I'un des germes les plus virulents impliqués dans les
intoxications alimentaires. 1l est considéré comme la cause bactérienne la plus courante de
gastroentérites humaines dans le monde (OMS, 2016).

En réalité, la plupart des médecins s'il y a des problemes digestifs focalisent surtout les
entérobacteries et negligent le risque des Campylobacter thermotolérants.

En raison de I’importance portée aux Campylobacter thermotolérants dans le monde aussi
bien en médecine vétérinaire qu’en médecine humaine, et vu que la méconnaissance de la situation
de la campylobactériose en Algérie, notamment dans la région de Djelfa, nous avons voulu par la
présente étude apporter quelques données qui pourraient éclairer la situation de cette zoonose en
Algérie, pour cela, L’ objectif de notre étude consiste en :

» |solement des souches de Campylobacter thermotolérants chez le poulet de chair a partir de
fientes de poulets de chair fraichement émises en fin de période d’élevage dans quelques élevages
avicoles de la wilaya de Djelfa.

= Isolement des souches de Campylobacter thermotolérants chez le poulet de chair a partir du
caecum, des abats et des peaux du cou de poulet de chair juste apres éviscération et lavage des
carcasses dans quelques établissements d’abattages (abattoirs et tueries traditionnelles) de la wilaya
de Djelfa.

= Caractérisation phénotypique des souches isolées a partir des différents prélévements.

®» Détermination du profil d’antibiorésistance des souches isolées.
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I-PRESENTATION DES ETABLISSEMENTS :

Avant d’entamer la partie matérielle et méthodes proprement dite, nous avons jugé
nécessaire de faire une breve description des lieux ou nous avons réalisé nos prélévements.

Tous les élevages visités se trouvent dans des zones rurales abritant des sujets provenant des
éclosoirs différents et élevés en bande unique jusqu’ a leur abattage. La capacité de production varie
d’un ¢élevage a un autre.

Les 3 abattoirs avicoles visités (tueries traditionnelles) font a la fois 1’abattage des poulets et
la vente aux détaillons et aux consommateurs. Ces abattoirs avicoles sont traditionnel et utilisent
des moyens simple, la saignée manuelle, le se fait ringage a 1’eau chaude.

II-MATERIEL :

11-1- Matériel de laboratoire

Tout le matériel utilisé pour les prélevements et pour les analyses bactériologiques est
mentionné en annexe ().

I1-2- Echantillonnage

Notre étude effectuée dans la ville de Djelfa, elle s’est déroulée durant la période allant du
mois de Mai 2019 jusqu’au mois de juillet 2019. L’analyse des échantillons a été réalisée au niveau
du laboratoire de microbiologie (faculté des sciences de la nature et de la vie, Université de Djelfa).

Elle a porté sur 40 prélevements au total, récoltés au niveau de 5 établissements privés de la
région (2 établissements d’élevage et 3 établissements d’abattage), répartis comme suit :

a) Répartition des échantillons selon leur nature

[1 10 soit 25% étaient des écouvillonnages cloacaux et fient de poulet de chair.

[1 30 soit75% étaient des peaux du cou, caecum, et des abats de poulet de chair.

Pour les 30 échantillons prélevés au niveau des établissements d’abattage sont repartis
comme sulit :

10 échantillons pour chaque type du prélevement (10 peaux du cou, 10 caecums et 10 abats
de poulet de chair). Autrement dit, chaque type du prélévement représente 25% de I'ensemble des
prélevements. Le tableau I1l montre I'échantillonnage au niveau des abattoirs et la figure 12 montre

la répartition des échantillons selon le type du prélevement.
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Tableau I11: Echantillonnage au niveau des abattoirs

Type
‘échantillon
peau du cou |Dintestin abats

Abattoirs
Abattoir 1

03 02 5
Abattoir 2

04 05 5
Abattoir 3

03 03 0
Totale 10 10 10

-
<

= peaux du cou caecum = des abats

Figure 12 : Répartition des échantillons selon le type du prélévement

25%

= écouvillons cloacaux
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II-METHODES

I11-1-Méthodes d’échantillonnage

En I’absence de méthodes d’échantillonnage normalisées relatives a la recherche des
Campylobacter dans les viandes de volaille a 1’échelle nationale, européenne ou encore
internationale, nous nous sommes inspirés de plusieurs textes parmi lesquels : les directives
générales sur I’échantillonnage du Codex Alimentarius « CAC/GL 50-2004 ».

Les troupeaux de poulets de chair a tester ont été choisis de maniére aléatoire selon la
coopération des éleveurs et des propriétaires des établissements d’abattage de poulet de chair.

Définition de I’échantillon :

L’échantillon est un ensemble composé d’un ou plusieurs individus sélectionnés de
différentes facons dans une population. 1l est destiné a fournir une information caractéristique de la
population étudiée, et éventuellement a servir de base a une décision concernant cette population ou
cette matiere ou le procédé qui 1’a produite (CAC/GL 50-2004).

I11-1-1- Au niveau des élevages

En se munissant des gants jetables, les techniques de préléevement de la fiente ont été

réalisées selon 2 modalités :

= 5 écouvillonnages cloacaux : des écouvillons stériles, dont I’extrémité est cotonnée, ont été
utilisés pour la réalisation des préléevements cloacaux. Le coton est humidifié par trempage
dans I’eau physiologique stérile avant le prélevement, ceci pour éviter la dessiccation trop
importante pendant le transport. L’écouvillon stérile est bien inséré dans le cloaque en
pratiquant des mouvements de rotation contre la muqueuse cloacale (figure 13)

) 5 échantillons de fientes : fraichement émises au sol ont été aseptiquement prélevés a 1’aide

d’une spatule stérile et déposés dans des pots stériles et identifiés.

Ecouvillonnage cloacal prelevements des fientes a partir le sol
Figure 13 : Différentes modalités de prélévements au niveau des élevages (Photos

personnelles)
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Les échantillons étaient prélevés le plus proche possible de I’abattage, c’est a dire en fin de
la période d’¢élevage, un seul passage a été effectué¢ en début de journée pour chaque €levage.

Les prélevements ont eté effectués au niveau de deux batiments d'élevage de poulet de chair
La description des élevages visités ainsi que les informations concernant les différents préléevements

récoltés sont résumées dans le tableau IV.
Tableau 1V : Echantillonnage au niveau de 2 élevages visités

. .. INombre de Nombre Age des sujets au | Provenance
Localisation| . y s . d de sui
Elevage |du batiment suAje_ts par | d ,echant}ll_ons rpgment u de su;gts
batiment |testé par batiment| prélevement (J) | (éclosoire)
Elevage1| Dijelfa 3000 5 45 | Alnoussara
Elevage 2| Djelfa 4000 5 38 Aln oussara

111-1-2-Echantillons de volailles abattues
30 échantillons ont été prélevés apres l'abattage des poulets de chair (10 peaux du cou, 10

ceecums et 10 abats de poulet de chair) a partir de 3 établissements d’abattage de poulets de chair :
Les 3 sont des tueries traditionnelles, situés dans la wilaya de Djelfa.
La description des établissements d’abattage visités ainsi que les informations concernant les
différents prélévements récoltés sont résumés dans le tableau V.

Tableau V: Description des établissements d’abattage testés et des échantillons récoltés.

Tueries Localisation Type Especes Nombre
abattues , .
d’échantillons
Tuerie 1 Djelfa Traditionnelle Poulet de chair 10
Tuerie 2 Djelfa Traditionnelle Poulet de chair 14
. . . Poulet de chair
Tuerie 3 Djelfa Traditionnelle Dinde 6

» Les peaux du cou ont été prélevées a partir de carcasses de poulet de chair abattu, par

incision d’un morceau de 10 g de peau juste apres dépdt des carcasses sur les chariots de

transport.
» Une quantité de 15 g approximativement du contenu caecal est récupéré avant de

jeter le
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caecum, et en fin une quantité de 10 g du foie est récupéré a partir des abats destinés a la
consommation.

Les prélévements ont été effectués a 1’aide de pinces et bistouris stériles puis déposés dans

des sacs de prélevement stériles et identifiés.

La méthode du prélevement au niveau de I'abattoir est représentée dans la figure 14.

b : Peau de cou

Figure 14 : Méthode de prélevement au niveau de I'abattoir (Photos personnelles)

I11-2-Transport des prélevements

Les différents types d’échantillons ont été transportés dans une glaciére a + 4°C le plus
rapidement possible au laboratoire d’analyse pour éviter la dessiccation, de telle fagon que le délai
entre le prélévement et I’arrivée au laboratoire n’excéde pas les deux heures, le traitement des
échantillons est réalisé le jour méme.

111-3- Méthodes de laboratoire

L’isolement et 1’identification des Campylobacter thermotolérants, ainsi que 1’étude de la
sensibilité aux antibiotiques des souches isolées se sont déroulés au niveau du laboratoire de
microbiologie de la faculté des sciences de la nature et de la vie, Université Zaine Achour (Djelfa).

111-3-1-Préparation des milieux de culture

Les différents milieux de culture ont été préparés a partir des milieux de base déshydratés,
de supplément d’antibiotiques et du sang de mouton.

Les milieux de culture utilisés au cours de la présente étude sont : Milieu Karmali, la gélose
Muller Hinton au sang et la gélose Columbia au sang et bouillon de Preston.

Les techniques de préparation des différents milieux de culture sont détaillées en annexe

)
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111-3-2- La détection des Campylobacter thermotolérants

Pour toutes les étapes du protocole d’analyse des échantillons, ’incubation des milieux de

culture a été réalisée dans des jarres étanches avec des sachets générateurs d’atmosphére

microaérophile (Campy Gen 2.5 litre CNO025A, Oxoid), 1’atmospheére microaérophile signifie un

mélange gazeux de 5% Oz, 10% CO: et 85 % Na.

Les differents échantillons ont été analyses selon :

< Lanorme internationale 1ISO 10272 : 1995 modifie (AFNOR, 2004).
o Le Manuel terrestre de I’OIE 2008 et les recommandations de I’OMS (2003).

La figure 15 schématise le mode opératoire qui a été entrepris au sein du laboratoire.

Prélevement

A

Ecouvillonnages

cloacaux ou caecum

v

Isolement sélectif sur gélose
Karmali (Oxoide)

A 4

1

10 g (peau du cou,

abats

Enrichissement sélectif bouillon

Preston au sang incubation !

42C/24h en microaérophile

Incubation 42°C en ’atmosphére

microaérophile pendant 48 ha 72 h

Identification préliminaire

et confirmation

Antibiogramme (Gélose Mueller Hinton au sang)

Figure 15 : Représentation schématique du mode opératoire au sein du laboratoire.
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111.3.2.1. Reéalisation des primo cultures

a) Les fientes, les ecouvillonnages cloacaux et le contenu caecal

Pour les produits suspectés contenir une quantité importante de Campylobacter
thermotolérants, nous avons procédé a un isolement direct.

> La préparation des suspensions meres se fait par dilution de la prise d’essai (1g de
fientes, dans 9 ml bouillon Preston : dilution au1/10°™) ou (10 g de contenu caecal, dans 90 ml
bouillon Preston : dilution au1/10°™) et homogénéisation a I’aide d’un vortex.

» Isolement direct sur milieu sélectif : par ensemencement de 0,1 ml de la suspension
meére non incubée sur la surface de la gélose Karmali.

» Incubation des géloses ensemencées a 42°C en atmosphere micro aérophile, et
examen aprés 48 h, 72 h et éventuellement 5 jours, pour controler s’il y a présence de colonies
présumées étre des Campylobacter thermotolérants.

b) Les peaux du cou et les abats (le foie)

Pour ce type d’échantillons, les Campylobacter s’ils sont présents, ils sont en faible nombre
et au sein d’une abondante flore microbienne compétitive, de ce fait I’isolement est précédé d’une
phase d’enrichissement dans un bouillon sélectif et I’analyse compléete de ces échantillons peut aller
jusqu’a 12 jours.

3 Enrichissement

Il est réalisé par ensemencent de 1’échantillon a tester dans un bouillon d'enrichissement
sélectif congu pour ralentir ou inhiber la multiplication de micro-organismes rivaux tout en
favorisant celle de micro-organismes du genre Campylobacter.

Les abats (surtout foie) et les peaux du cou sont ainsi pesés dans un sachet stérile, identifié
au préalable. En effet, une quantité de 10 g de I’échantillon a analyser est introduite dans un volume
de 90 ml de bouillon de Preston, de fagon a obtenir un rapport prise d’essai/milieu d’enrichissement
de 1/10.

Ensuite, Le sachet contenant le bouillon et 1’échantillon est ensuite homogeéneisé au broyeur
(Stomacher). Puis le tout est déversé dans des flacons en verre stériles fermés hermétiquement, puis
incubé (incubateur), a 42°C, pendant 18 h, dans une jarre de 2.5L de volume avec un sachet
générateur d’atmosphére microaerophile (Campy Gen) (Figure 16).

3 Isolement

Apres incubation, I’isolement est réalisé¢ par ensemencement a l'aide d'une anse bouclée la

surface du milieu d’isolement sélectif, la gélose Karmali, avec 0,1 ml de la culture obtenue dans le

bouillon d’enrichissement Preston précédemment incubé.
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Incuber les boites de nouveau a 42°C, en atmosphére micro aérophile, dans une jarre de 2.5 L
avec un générateur d’atmosphére microaérophile (Campy Gen), a raison de 12 boites par jarre au
maximum, et aprés 24 h ou plus généralement 48 h et méme 3j a 5j d'incubation, examiner les
boites afin de rechercher la présence de colonies caractéristiques de Campylobacter

thermotolérants.

Figure 16 : I'ensemble (échantillon et bouillon Preston) dans une jarre, avant I’incubation

(Photo personnelle).

111.3.2.2. Identification préliminaire

L’identification présomptive des Campylobacter est basée sur leur morphologie typique lors
de la coloration de Gram, un état frais et les tests biochimiques rapides (recherche de I’activité
oxydase et catalase)

a) Aspect des cultures

Sur la gélose Karmali, les colonies caractéristiques sont grises, humides et plates, avec une
tendance a I'étalement.

Les colonies apparaissent généralement au bout de 48 h lors de 1’isolement a partir des
fientes ou du contenu caecal, et les primo-cultures sont généralement pures. Pour les peaux de cou
et les abats, c’est jusqu’a 96 h d’incubation et les primo-cultures sont souvent envahies de

contaminants. L aspect des cultures obtenues sur le milieu Karmali est démontré dans la figure 17.
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Figure 17 : Aspect des Colonies de Campylobacter sur la gélose de Karmali (Photo
personnelle)

b) Examen de la morphologie et de la mobilité (Confirmation du genre)

Comme les germes ne survivent qu’en atmospheére microaérophile, nous avons appliqué, les
étapes suivantes sans délai :

» Sélection des colonies pour la confirmation

Nous avons sélectionné pour les essais de confirmation, un total de 5 colonies typiques et/ou
suspectées sur I’ensemble des boites ensemencées.

< Examen de la morphologie sur frottis coloré (coloration de Gram)

A partir d'une colonie bien isolée, on réalise la coloration de Gram sur chacune des boites

contenant les colonies caractéristiques.

La technique de la préparation du frottis ainsi que la coloration de Gram sont decrites en
annexe Il

L’aspect des Campylobacter lors de la coloration de Gram est trés caractéristique, les
bactéries ainsi isolées étaient des bacilles a Gram négatif tres fins présentant différentes formes,
souvent incurvées en virgule ou spiralées en S.

Lors d’incubations prolongées, des formes coccoides ont été obtenues.

L’aspect microscopique des Campylobacter est représenté dans la figure 18

43



Chapitre V1 : Matériel et méthodes

Figure 18 : Campylobacter en coloration de Gram (Gr X100) (Photo personnelle)

2 Examen de mobilité (état frais)

Pour ce faire, nous avons mis en suspension, séparément chacune des colonies sélectionnées
dans 1 ml de bouillon Brucella.

Pour observer la mobilité, on doit prendre garde a ne pas détruire les flagelles bactériens lors
de la préparation de la lame. L’examen a 1’état frais permet d’observer des Campylobacter dont le
mouvement de déplacement en vrille (vol de moucherons) est caractéristique.

La technique de la réalisation de I’examen a 1’état frais est décrite en annexe IlI.

2 Recherche de la catalase

Pour ce faire, nous avons pris une colonie bien isolée, sur la gélose Karmali, a I’aide d’une
anse bouclée et, nous I’avons déposée dans une goutte de solution de peroxydase d’hydrogene sur
une lame porte objet propre.

La présence de catalase se manifeste par un dégagement de gaz (effervescence) dans les 30
secondes qui suivent (Figure 19).

Les Campylobacters jejuni /coli sont « catalase positive ».

Figure 19 : Réaction de la catalase positive (Photo personnelle).
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111.3.2.3. Isolement des souches et confirmation (Confirmation de I’espéce).

a) Préparation des subcultures

Pour ce faire, nous avons, ensemencé, a 1’aide d’une anse bouclée, la surface d’une gélose
Columbia au sang avec chaque suspension retenue afin de permettre le développement de colonies
bien isolées. Puis, nous avons incubé les boites ensemencées a 42°C en atmosphére microaérophile
pendant 24 h et utilisé les cultures pures pour les essais biochimiques.

b) Recherche de I'oxydase

A l'aide de I'anse bouclée, prendre une fraction de colonie bien isolée de chaque boite de
gélose Columbia au sang et la déposer en stries sur un papier filtre humecté de réactif pour la
recherche de lI'oxydase. L'apparition d'une couleur bleu intense ou violette dans les 10 s indique une
réaction positive (Figure 20).

Les Campylobacter sont « oxydase positive ».

Figure 20: Réaction de I’oxydase positive (Photo personnelle).

c) Test de croissance a 25°C
A partir des colonies isolées de la gélose Columbia au sang, nous avons ensemencé, a 1’aide
d’une anse bouclée, un tube de bouillon Brucella, puis, nous avons incubé a 25°C et 42 °C en
atmosphere microaérophile, pendant 2 a 5 jours afin d’examiner s’il y a ou non croissance.
+«+» Campylobacter jejuni/coli se développent a 42 °C mais pas a 25°C.
+« Campylobacter fetus (non thermotolérants) se développe a 25°C mais pas a 42 °C.

d) Ensemencement des géloses TSI (Triple Sugar Iron)

®» Principe
La recherche de la fermentation des sucres s'effectue sur la gélose au citrate de fer et aux

trois sucres communément appelée la gélose TSI, ce test nos renseigne sur I'aptitude de production
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du sulfure de hydrogene (H.S), et la capacité d'utiliser les sucres comme source de carbone avec ou
sans production de gaz par les bactéries (OIE, 2008).

=» Mode opératoire

® En utilisant une ou deux colonies de confirmation (gélose Columbia au sang), on
ensemence en stries la pente de milieu puis le culot par une pigdre centrale jusque au
fond de la gélose.

@® Incuber a 42°C en atmosphere micro aérophile pendant 24 heures et prolonger jusque 5
jours si nécessaire.

®» | ecture

La fermentation de 1’un des sucres va engendrer des sous-produits qui sont généralement
acides, ce qui va entrainer un changement de couleur du milieu vers le jaune (virage au jaune de la
rouge phénol), la production de gaz se traduit par 1’apparition des bulls de gaz, et le milieu est
completement séparé ou soulevé, les Campylobacter thermotolérants ne fermentent pas les sucres et
ne produisent pas de gaz a partir de glucose (VANDAMME et al., 1991).

L’interprétation des résultats se fait selon le (tableau V1 et la figure 21).

Les Campylobacter thermotolérants ne fermentent pas les sucres et ne produisent pas de gaz
a partir de glucose.

Campylobacter est en général « H2S negatif ». Mais, Campylobacter coli est H.S (£) au
terme de cinq jours d’incubation.

Tableau VI: Interprétation des résultats de la gélose TSI (AFNOR, 2004)

Apparence Interprétation
Jaune Glucose positif (fermentation de glucose)
Rouge ou inchangé | Glucose négatif (pas de fermentation de glucose)
Culot Noir Formation de sulfure d’hydrogeéne (H2S)
Bulles ou fissures Production de gaz a partir de Glucose
Pente Jaune Lactose et ou saccharose positifs

Rouge ou inchangé | Lactose et saccharose négatifs (aucun sucre utilisé)
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Fer iondu  Fer iondu Fer tationdu  Pas de Fermentation
Glu / Lac /Sacch  Glu seulement Glu ¥

+ + Pas de Formation
Formation de H:S Formation de H:S de H:S

Figure 21: Résultats possibles de la réaction sur gélose TSI
e) Hydrolyse de ’Hippurate

Ce test correspond a la mise en évidence d’une hippuricase qui hydrolyse I’hippurate de
sodium en glycine chez les souches de Campylobacter.

A I’aide d’une anse bouclée, nous avons ensemencé les colonies sélectionnées sur la gélose
Columbia au sang, dans un tube a hémolyse contenant 0.4 ml de la solution d’Hippurate de Sodium,
en prenant soin de ne pas incorporer de gélose.

Puis nous avons agité le mélange pour I’homogénéiser, et incubé a 37°C dans un bain d'eau
pendant 2h, puis nous avons ajouté avec précaution 0.2 ml de la solution de Ninhydrine au-dessus
de la solution d’Hippurate de Sodium, sans agitation.

Les résultats ont été validés et interprétés apres une nouvelle incubation a 37°C dans un bain
marie de 10 min comme suite (Figure 22) :

0,

% Une couleur violette foncée indique une réaction positive.

% Une couleur violette pale ou I’absence de changement de couleur indique une réaction
négative.

0 Campylobacter jejuni est « hippurate positive ».

0 Campylobacter coli est « hippurate négative ».

Négatif Positif

Figure 22: Résultats éventuels de la réaction de I’hydrolyse de I’Hippurate.
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f) Recherche de la sensibilité a I’acide nalidixique et a la céfalotine
®» Principe
La recherche de la sensibilité¢ a 1’acide nalidixique et a la céfalotine permet 1’identification
d’une espéce donnée de Campylobacter thermotolérant (VERON et FAUCHERE, 1989).
®» Mode opératoire
% Inoculum
A partir d’une culture de 18-24 heures sur le milieu d’isolement (Karmali), on prépare une
suspension de densité 0,5 McFarland dans le bouillon Brucella
®» Technique
Ensemencer I'inoculum par écouvillonnage sur la surface de la Gélose de Mueller-Hinton
additionnée de 5 % de sang de mouton stérile.
Sécher la surface de la gélose a 37 °C pendant 10 minutes pour éliminer toute trace
d’humidité qui favorise 1’envahissement.
Placer a la surface de la gélose un disque de 1’acide nalidixique 30 pg et un disque de la
céfalotine 30 ug, et incuber a 37 °C en atmosphére micro aérophile pendant 24 heures.
» Lecture
L’observation ou non d’une zone d’inhibition autour du disque d’acide nalidixique 30 pg et
de la céfalotine 30 pg est interprétée comme suit (ISO10272, 1995) :
Présence de croissance bactérienne ®» Bactéries résistantes

Absence de croissance bactérienne ®» Bactéries sensibles

L’interprétation des résultats de la sensibilité a I’acide nalidixique et a la céfalotine se fait
selon le tableau VII.

Tableau VII : Interprétation des résultats de la sensibilité a I’acide nalidixique et a la
cefalotine (AFNOR, 2004)

Antibiotiques C.jejuni | C. coli C. lari C. upsaliensis

Ac. Nalidixique | Sensible | Sensible | Résistant | Sensible

Céfalotine Résistant | Résistant | Résistant | Sensible

Interprétation des résultats

Les Campylobacter spp. Donnent les réactions suivantes (tableau VIII) :
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Tableau VIII : Caractéres de confirmation de Campylobacters spp

Test de confirmation Résultat pour les Campylobacter thermotolérants
Morphologie Petits bacilles incurvés
Mobilité Caracteéristique (forte mobilite en vrille)
Oxydase +

Glucose (TSI) —
Lactose (TSI) -
Saccharose (TSI) -
Gaz (TSI) —
Production d’H2S (TSI) | — (traces de noircissement possibles en présence de C. coli)
Culture a 25°C -

Les bactéries du genre Campylobacter sont Gram-négatifs, microaérophile, oxydase
positive, et, n’acidifient pas le milieu a partir de sucres, exigeantes.

Elles ne résistent pas au desséchement, aux pH bas, ni a des taux d’O2 élevés, elles sont
stimulées par une augmentation de la teneur en CO> ; ce qui pose problémes pour sa détection. A ce
stade, nous devions conclure par la présence de Campylobacter spp, si au moins une colonie
présente les caractéristiques ci-dessus.

Parmi les Campylobacters spp. Présentant une croissance a 42°C, certaines especes
constituent le groupe des thermotolérants dont les plus fréqguemment rencontrés sont C. jejuni et C.
coli. Cependant, d’autres espéces ont été décrites (C. lari et C. upsaliensis) ; les caractéristiques

données dans le Tableau 1X permettent de les différencier.

Tableau IX : Caractéres de différenciation des Campylobacters (ISO 10272 : 1995/2006)

Caractéristique Campylobacters

C. jejuni C.coli Clari C fetus C. upsaliensis
Oxydase - - - - -
Catalase + + - + - ou (4)
Croissance a 25°C - = = + -
Croissance a 37°C + + +
Croissance a 42°C + + -
Production d"H2S - sauf biotope 2 + (4 - - -
Hydrolyse de I'hippurate + - - - -
Acide nalidixique S 5 R R 5
Céphalotine R R R 5 5
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111-3-3-Test de sensibilité aux antibiotiques

Remarque : sur I'ensemble de 27 souches isolées, nous nous sommes contentes, de faire le
test de I’antibiogramme seulement pour 19 souches de Campylobacter thermotolérants, en raison de
nombre limité des disques d'antibiotiques.

Pour étudier la sensibilité des souches isolées aux antibiotiques, nous avons utilisé la
méthode de diffusion en milieu gélosé Mueller-Hinton a 5% du sang avec des disques charges
d’antibiotique.

L’interprétation des résultats en catégorisation clinique, Sensible (S), Intermédiaire (I) et
Résistant (R) a été faite selon les recommandations du comité de I’antibiogramme de la société
francaise de microbiologie (CA-SFM). (CA-SFM janvier 2010).

Les antibiotiques testés sont :

< liste standard : Amoxicilline/ac. Clavulanique, Gentamicine, Erythromycine et Tétracycline.
< liste complémentaire : Acide nalidixique, Chloramphénicol.
Les charges des disques, ainsi que les diametres critiques sont mentionnées dans le tableau (X).

Tableau X : Concentrations, et diametres critiques pour Campylobacter spp.

(CA-SFM).
Antibiotiques Charge du disque Diamétres critiques (mm)
S [ R
Amoxicilline/ac. Clavulanique
20/10 pg >21 15-20 <14
Gentamicine
15 pg (10 UI) >18 17 <16
Erythromycine
15 Ul >22 16-21 <17
Céfalotine 30 pg >18 | 13-17 <12
Acide nalidixique
30 pg >20 16-19 <15
Tétracycline 30 Ul >19 18 <17
Chloramphenicol 30 pug >23 20-22 <19
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Le mode opératoire :

Apartir d’une culture pure de 18-24 h sur le milieu d’isolement (Karmali, Oxoide), on
prépare une suspension en solution saline (0,9 % NaCl) équivalente au standard McFarland (0,5),
ensuite aprés une dilution 1/10 de la suspension inoculum, on ensemence la surface de la gélose de
Mueller-Hinton (Flukaanalytical) additionnée de 5 % de sang du mouton par écouvillonnage
comme sulit :
< Plonger un écouvillon en coton stérile dans I’inoculum et presser doucement en tournant sur la
paroi interne du tube afin d’éliminer le liquide en exces retenu dans 1I’écouvillon.

Etaler I’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée de haut en bas, en stries serrées.
Répéter I’opération deux fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois.

Finir ’ensemencement en passant 1’écouvillon sur la périphérie de la gélose.

O 0 0 0

Fermer les boites et laisser 5 minutes sur la paillasse, Sécher la surface des géloses pour

¢liminer toute trace d’humidité qui favorise 1I’envahissement.

O

Enfin, grace a un applicateur, les disques d’antibiotiques a tester sont appliqués sur la gélose en
veillant a ce qu’ils soient espacés et bien en place, les boites sont par la suite incubées a 37 °C
pendant 24 h en microaérophile.

Le diamétre des zones d’inhibition des disques d’antibiotiques est mesuré au moyen d'un
pied a coulisse métallique place sur les boites fermées, selon le diametre critique, chaque souche de

Campylobacter thermotolérant est classée soit (R), (S) ou (1) (Figure 23).

Gentamicine Gentamicine

Aprés 24 heurs en
microaerophilie a 37°C

Erythromycine Erythromycine

Figure 23 : Exemple des résultats de ’antibiogramme d’une souche de Campylobacter

thermotolérant (Photo personnelle).
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I11-4-Etude statistiques
Les résultats ont ét¢ analysés a 1’aide du logiciel suivant :
® Excel 2007 (Microsoft).
Les tests utilisés sont :
< Le calcul des intervalles de confiance (IC : 95 %).
S Le test de comparaison : Khi-deux (32).
La différence est considérée comme significative si la probabilité (p) est inférieure au risque a
(p <0.05)
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RESULTATS

Notre étude s’est déroulée durant la période allant du mois de Mai 2019 jusqu’au mois de
juillet 2019, durant laquelle nous avons estimé la prévalence des Campylobacter thermotolérants
dans les établissements échantillonnés, puis nous avons procédé a 1I’étude de la sensibilité aux
antibiotiques des souches isolées.

I- Prévalence des Campylobacter thermotolérants

Dans cette partie seront présentées successivement les prévalences globales des
Campylobacter thermotolérants relevées dans 1’ensemble des échantillons réalisés, dans chaque
type de prélevement, au niveau des élevages ainsi que dans les établissements d’abattage avicoles
testés.

Nous présenterons dans un premier temps, le taux d’isolement global des Campylobacter
thermotolérants dans 1’ensemble des échantillons réalisés, puis nous détaillerons les prévalences
observées dans chaque type de prélévement, au niveau des élevages ainsi que les établissements
d’abattage avicoles testés.

I-1-Prévalence global des Campylobacter thermotolérants

Sur les 40 échantillons testés, des Campylobacter thermotolérants ont été isolées dans :

% 7 sur 10 (70%) des échantillons de fientes de poulet de chair.

¢+ 6 sur 10 (60%) des échantillons de peaux de cou de poulet de chair

%+ 7 sur 10 (70%) des échantillons du contenu caecal de poulet de chair.

% 7 sur 10 (70%) des échantillons des abats de poulet de chair.
Les résultats concernant le taux global d’isolement des Campylobacter thermotolérants sont
consignés dans le tableau Xl et les figures 24, 25, 26, 27et 28.

Tableau XI : prévalence globale des Campylobacter thermotolérants

Type de Prélévement | NNombre de prélévement Cas positifs
Nombre %
Fientes et écouvillons 10 ; ”
Peau du cou 10 - "
contenu caecal 0 : ”
Abats 0 : -
Total 20 - -
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Les différents taux d’isolement des Campylobacter thermotolérants a partir des différents

types de prélevement n’étaient pas significativement différents (p > 0,05).

m % positif
% négatif

Figure 24 : Prévalence globale de Campylobacter thermotolérants dans les fientes.

m % positif
% négatif

Figure 25 : Prévalence globale de Campylobacter thermotolérants dans le contenu caecal
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S

m % positif
% négatif

Figure 26 : Prévalence globale de Campylobacter thermotolérants dans les peaux du cou

m % positif

% négatif
30% .

Figure 27 : Prévalence globale de Campylobacter thermotolérants au niveau des abats
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% positif
m % négatif

Figure 28 : Prévalence globale de Campylobacter thermotolérants dans le total des

échantillons.

I-2- Prévalence des Campylobacter thermotolérants dans les fientes au niveau des fermes

Nous avons isolé 7 souches de Campylobacter thermotolérants & partir de 10 prélévements
de fientes effectués au niveau de deux fermes avicoles différentes du poulet de chair.
La répartition des souches est répertoriée dans le tableau XII.

Tableau XII: répartition des souches isolées au niveau des élevages

Désignation Nombre de Cas positifs
prélevements nombre %
100
Elevage 1 5 5
Elevage 2 5 2 40

Les 7 souches isolées étaient réparties selon les élevages comme suit :
- 5 souches sur 5 échantillons effectués au niveau de I’élevage 1 soit un taux d’isolement de 100%.
- 2 souches sur 5 échantillons effectués au niveau de 1’élevage 2 soit un taux d’isolement de 40%.
La différence de prévalence entre les 2 élevages est statistiquement significative.
I-3-Prévalence des Campylobacter thermotolérants au niveau des établissements d’abattage
20 souches de Campylobacter thermotolérants ont été isolées dans 3 établissements
d’abattage a partir de 30 prélévements testés de : (peaux du cou, contenu caecal et des abats).
Les 20 souches isolées étaient réparties selon les établissements d’abattage comme suit :
- 7 souches sur 10 échantillons effectués au niveau de 1’abattoir 1, soit un taux d’isolement de 70%.

- 7 souches sur 10 échantillons effectués au niveau de 1’abattoir 2, soit un taux d’isolement de 70%.
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- 6 souches sur 10 échantillons effectués au niveau de 1’abattoir 3, soit un taux d’isolement de 60%.

La répartitions des 20 souches isolées a partir des prélevements réalises au niveau des

¢tablissements d’abattage est représentée dans le tableau X111 et figure 29.

Tableau X111 : Prévalence des Campylobacter thermotolérants au niveau des abattoirs en

fonction de type de prélévement.

Tvoe de brélevement Nombre de Cas positifs
yp b Prélevements positif total
Désignation
peaux du | contenu | Abats | peaux contenu | Abats | Nombre | %
cou caecal du cou
caecal
abattoir 1 5 5 0 3 4 0 7 70
abattoir 2 0 5 5 0 3 4 7 70
abattoir 3 5 0 5 3 0 3 6 60
70%
68%
66%
64%
0,
629% 70%
60%
58% 60%
56%
54%
abattoir 1 abattoir 2 abattoir 3

Figure 29 : Prévalence des Campylobacter thermotolérants par abattoir

La différence de prévalence entre les 3 abattoirs est statistiquement non significative (p > 0,05).
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|- 4-Résultats de I’étude phénotypique des souches isolées

Vu que l'indisponibilité des galeries APl Campy, on a fait recours aux galeries classiques

pour faire la caractérisation phénotypique des souches isolées et de démontrer que les souches

isolées appartenaient bien aux espéeces thermotolérantes.

Cette étude a révélé que les souches isolées appartenaient a 2 especes :C. jejuni, et C. coli

I-4-1- Répartition globale de I’espéce thermotolérante par type d’échantillon

Les deux espéces ont été isolées dans les differents types d’échantillons comme suit :

- 20 souches étaient des C. jejuni soit 74,07% de I'ensemble des souches isolées.

- 7 souches étaient des C. coli soit 25,93% de I'ensemble des souches isolées.

La répartition des espéces isolées sur le total des échantillons est résumée dans le tableau

X1V et la figure 30

Tableau X1V : Répartition globale des especes thermotolérantes par type d’échantillon

contenu

Especes Fientes Peaux du cou | abats Total
caecal
0
C. jejuni 4(57,15%) | 7(100%) A66.67%)  5(7143%) | 207407%)
C. coli 3(42,85%) 0(0%) 2(33,33%) 2(28,57%) 7(25,93)
total 7(100%) 7(100%) 6(100%) 7(100%) 27(100%)
abats _Zﬂ.ﬁlé_l" 71,43%

Peaux du cou

contenu caecal

Fientes

' 66,67%

Io% C. jejuni

J 100%
—Aui%
57,15%

0% 20% 40% 60% 80% 100%

H C. coli

Figure 30 : Répartition globale des espéces thermotolérantes par type d’échantillon
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Les résultats de 1’étude phénotypique montrent que I’espéce C. jejuni est la plus isolée dans
Les 4 types de prélévement avec des taux de 57,15% 66,67% 100%, et 71,43% dans les échantillons

de fientes, peaux du cou, contenu caecal et des abats respectivement, ce qui représente un taux

d'isolement total de 74,07%.

La différence entre les taux d’isolement totale des deux espéces dans l'ensemble des

échantillons est statistiquement significative (p < 0,05).

I1. Résultats de I’étude de la sensibilité aux antibiotiques des souches isolées

Les résultats de 1’étude de la sensibilité aux antibiotiques de 19 souches de Campylobacter

thermotolérants isolées et testées, montraient 1’existence aussi bien des souches sensibles que

résistantes aux différents antibiotiques testés. Néanmoins, certaines souches étaient catégorisées

comme intermédiaires.

Les résultats de I’antibiogramme sont rapportés dans le tableau XV.

Tableau XV: Taux de sensibilité aux antibiotiques des 19 souches de Campylobacter

thermotolérants

AMC GM TE E
ATB
N % N % N % N % N %
R 19 |100f 00 | OO0 | 13 (68,42 18 |94,37| 10 |53,63
S 00 [ 00| 19 |100| O6 |31,58/ 01 |563| 9 46,37
| 00 {00 | 00 | 00| OO0 00 | 00 | 0O | OO | 00
R : Résistante S : Sensible | : intermédiaire AMC : Amoxicilline/ac.Clavulanique

GM : Gentamicin TE : Tétracycline E : Erythromycine

C : Chloramphénicol

Apres la lecture des résultats globaux de I’antibiogramme des souches isolées on a trouvé que :

< Toutes les souches étaient résistantes a 1’amoxicilline / ac. Clavulanique, et sensible a la

Gentamicin

2 13 souches résistantes a la tétracycline (68,42%).

O

18 souches résistantes a I’érythromycine (94,73%).

< 10 souches résistantes au chloramphénicol (53,63%)

La différence entre les différents taux de résistance des souches de Campylobacter est

statistiguement significative (p < 0,05)
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Discussion

Dans notre discussion, nous développerons dans un premier temps le choix de
I’échantillonnage et de la méthodologie de recherche, puis la prévalence des Campylobacter
thermotolérants dans différents élevages et abattoirs avicoles de poulet de chair dans la région de
Djelfa, ensuite, la répartition des souches d’aprés I’identification phénotypique et enfin, la
sensibilité aux différents antibiotiques des souches bactériennes isolées et identifiées.

I- Justification de I’échantillonnage

I-1- Echantillons de poulets vivants
Concernant les échantillons de fientes et les ecouvillonnages cloacaux de poulets vivants,
(LABERGE, 2003) a observé que Campylobacter est trés prévalent dans le systéme de production
des poulets de chair et la période d’élevage représente une étape critique d’implantation de la
bactérie dans leur tube digestif. Les Campylobacter sont rarement détectés chez le poulet de chair
avant 2-3 semaines d’age.

L’age des poulets constitue un facteur de risque puisque la prévalence de la contamination
augmente avec 1’age ce qui explique la présence d’un grand nombre de micro-organismes dans les
fientes au moment de I’abattage (BERNDTSON et al., 1996).

Campylobacter a la faculté de se multiplier a I’intérieur du tube digestif des volailles et
particulierement du poulet de chair. Cette colonisation semble étre facilitée du fait des conditions
optimales de développement qu’il trouve dans I’intestin (température élevée et microaérophilie);
ainsi que des facteurs intrinséques qui lui procurent un avantage sélectif sur la flore commensale :
sa résistance aux sels biliaires, sa morphologie et sa grande mobilité, son chimiotactisme positif
pour le mucus (DROMIGNY, 2007). De ce fait, les échantillons de fientes de poulets de chair
vivants, destinés a la chaine alimentaire, sont collectés aussi prés que possible de 1’abattage.

I-2- Echantillons de poulets abattus

En ce qui concerne les échantillons de peaux de cous des carcasses de poulets de chair
abattus, cette partie fait le plus souvent 1’objet de prélévements car d’une part, I’excision de peau de
cou est préférable, parce qu’elle est plus pratique, plus rapide, moins onéreuse et dont le
préléevement ne déprécie pas la valeur de la carcasse. D’autre part, le cou est le meilleur endroit
pour prélever la peau qui y contient un nombre représentatif de germes. En effet, la croissance
microbienne s’effectue toujours a partir de la peau et c’est seulement aprés un certain temps de
stockage que les bactéries vont pénétrer a I’intérieur du muscle, la structure de la peau, de méme
que son humidite sont des facteurs qui vont intervenir directement sur la croissance spéecifique des
germes (KOTULA et DAVIS, 1999 ; HUTCHISON et al., 2006).
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De plus, vu que les carcasses de poulets abattus sont laissées couvertes de leurs peaux, les
germes hébergés en grande quantité dans la peau sont susceptible de pénétrer dans le muscle et
contaminer ainsi la viande destinée & la consommation humaine.

De méme, la contamination de la viande de volaille est surtout superficielle et les
Campylobacter sont retrouvés sur ou dans la peau. En outre, la nature des procédés d’abattage des
volailles rend trés difficile la prévention d’une contamination croisée entre les lots négatifs et
positifs (PEYRAT, 2008).

En ce qui concerne les échantillons intestinaux, le contenu cacal, est considéré comme une
source majeure de contamination des carcasses lors de I'éviscération. En effet, selon (OOSTEROM
et al., 1993, cité par AFSSA, 2003), la contamination des carcasses, des équipements de la ligne de
production, des mains des travailleurs et des produits finaux est probablement d’origine intestinale.

Récemment, une étude japonaise menée par (ONO et YAMAMOTO, 1999) a mis en
évidence, par analyse RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), que la contamination a
I’abattoir pouvait effectivement étre attribuée au contenu intestinal des poulets. Deux types de
contamination (auto-contamination et inter-contamination) prédominent a 1’abattoir au cours des
différents procédés d’abattage.

Pour les abats, on a les choisi, simplement pour contrdler la présence ou absence des
Campylobacter au niveau des parties de poulet de chair destinées a la consommation humaine.

I1- Choix de la méthodologie de recherche : prélévement, transport et analyse

Les Campylobacter sont des organismes relativement fragiles, qui meurent rapidement une
fois sortis de I’intestin de I’hote. C’est pourquoi, il convient de veiller a ce que les échantillons
soient prélevés d’une maniére appropriée et analysés rapidement.

Le transport doit étre aussi rapide que possible car les Campylobacter sont particuliérement
sensibles aux conditions environnementales, en particulier, I’oxygéne atmosphérique, la lumiére du
soleil, les températures élevées et la déshydratation. Le transport au laboratoire et les étapes
suivantes doivent donc étre aussi rapides que possible, de préférence le jour méme.

La congélation, les fortes températures et les fluctuations de température doivent étre évitées
pour ne pas réduire la viabilité des Campylobacter. Cependant, une température de +4 °C (x 2 °C)
est conseillée lors du transport (OIE, 2008).

Les préléevements ont été ensemencés sur le milieu sélectif de Karmali, recommandé par la
norme internationale ISO 10272 (méthode horizontale pour la recherche des Campylobacter
thermotolérants. En réalité, cette norme, recommande a procéder un isolement direct sur la surface
de la gélose de Karmali pour les produits suspectés de contenir une quantité importante de
Campylobacter thermotolérants (comme les fientes et le contenu ceecal). Alors que pour les
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prélevements, ou les Campylobacter lorsqu’ils sont présents, ils le sonten trés faible nombre et au
sein d’une abondante flore microbienne compétitive, elle préconise une étape d’enrichissement en
milieu liquide suivi par un isolement et identification sur le milieu sélectif de Karmali.

En effet, les milieux sélectifs a base de charbon ont des taux de récupération plus élevés que
les autres milieux, ainsi que une grande capacité de distinguer la flore fécale (GUN-MUNRO et al.,
1987). En outre, dans le milieu de Karmali, le charbon remplace le sang ce qui permet la
neutralisation des substances toxiques des bases nutritives et les dérivés toxiques de 1’oxygeéne
(BONNEFOY et al., 2002). Ce milieu ainsi que le milieu dem CCDA ont le rendement le plus élevé
non seulement dans la récupération des Campylobacter thermotolérants mais aussi dans la
suppression de la flore compétitive. Mais, plusieurs auteurs font recours au milieu de Karmali car
les colonies de Campylobacter thermotolérants sont facilement reconnaissables sur ce milieu par
rapport le milieu demCCDA. (CORRY et al., 1995).

Le milieu de Karmali est préparé a partir de la gélose de base de Karmali (CM0935)
additionnée du supplément sélectif de Karmali (SR0167). Le milieu d’origine (Campylobacter
blood free) de la gamme Oxoid contient du pyruvate de sodium dans la gélose de base, dans le cas
de milieu de Karmali, cet ingrédient est incorporé dans le supplément sélectif,

Le milieu initial contient également du désoxycholate de sodium pour inhiber la croissance
des germes Gram +, dans le milieu de Karmali I’inhibition des germes Gram + est réalisée par
I’addition de la vancomycine; (La vancomycine un glycopeptide a spectre étroit agit contre les cocci
Gram+ ; Staphylocoques et entérocoques).

En plus, la présence de I’hémine dans le supplément sélectif supprime la nécessité de sulfate
ferreux inclus dans le milieu initial. La céfoperazone et 1’amphotéricine B sont associées pour
inhiber la pousse des microorganismes contaminants, (la céfopérazone (céphalosporine de 3
génération) contre les Gram-, particulierement les Pseudomonas et certaines entérobactéries
résistantes aux antibiotiques.

En ce qui concerne I’enrichissement, cette technique est recommandée pour les échantillons
fortement contaminés et/ou contenant un faible nombre de micro-organismes viables.

Le milieu d’enrichissement liquide choisi pour au cours de notre étude est le bouillon de
Preston (5% (v/v) avec sang de mouton) (Base Agar CM0689, supplément SR0204E ; Oxoid), idéal
pour un aliment frais (LARPENT, 1997 ; DROMIGNY, 2007), ce bouillon est particulierement
adapté a I’isolement des Campylobacter spp. a partir de tous les types d’échantillons humains,
animaux et de I’environnement.

A défaut de sang de cheval, on a utilisé le sang de mouton pour préparer les milieux

additionnés au sang (gélose Mueller Hinton), du fait de la facilité d’obtention de ce genre de sang.
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Ce bouillon de Preston contient du sang ce qui augmente la sensibilité du milieu de culture
pour I’enrichissement de C. jejuni d’échantillons de carcasses. Le sang neutralise les composés
toxiques de I’oxygene (WILLIAMS et al., 2009).

Le supplément de Preston modifi¢ (SR0204) contient de I’amphotéricine B a la place de la
cycloheximide. L’amphotéricine B inhibe d’éventuelles moisissures ou levures.

Une température d’incubation de 37°C permet le développement de toutes les especes de
Campylobacter connues. Mais la capacité de croissance a d’autres températures constitue un
caractere différentiel d’espeéces important, notamment a 25° et a 42°C. Il y a des especes qui se
poussent a 25°C et non a 42°C parmi lesquelles C. fetus, et des espéces qui se croissent a 42°C et
non a 25°C, appelés Campylobacter thermotolérants, dont les espéces d’intérét dans notre étude ; C.
jejuni, C. coli, C. lari et C. upsaliensis (DROMIGNY, 2007).

Les incubations a 42°C se font pour minimiser la croissance des contaminants, et favoriser la
croissance des Campylobacter themotolérants en détriment de C. fetus qui ne peut pas pousser a
cette température (BUROCOA, 2007).

I11- Prévalence des Campylobacter thermotolérants

Dans notre étude, nous avons remarqué que les taux d’isolement des Campylobacter
thermotolérants étaient tres élevés dans les différentes matrices testées a savoir, les fientes, les
peaux de cou, le contenu caecal et les abats de poulet de chair soit respectivement 70% , 60%, 70%
et 70%.

I11-1- Prévalence des Campylobacter thermotolérants dans les fientes

La présence des Campylobacter thermotolérants a été mise en évidence dans 7 échantillons
de fientes sur 10 analysés, soit un taux de contamination de 70%. Ce qui confirme que les
Campylobacter sont des hétes réguliers de tube digestif des volailles.

En comparant nos résultats avec d’autres résultats rapporté sen Algérie, on trouve que nos
résultats étaient cohérents avec ceux enregistrés par (BOUHAMED, 2011) qui a constaté un taux
d’isolement de 68% a partir des fientes fraiches des dindes en fin de période d’élevage, d’autre part
nos résultats sont nettement supérieurs a ceux rapportés par (MOUFFOK et LABRES , 1992) qui
ont noté une prévalence de 12% dans les fientes des poulets de chair. Cependant des résultats
supérieurs aux notres ont eté notés toujours en Algérie par (MESSAD, 2011) qui a noté un taux
d’isolement de 85% a partir des fientes fraiches des poulets de chair en fin de période d’¢levage, et
(GUESSOUM, 2011) qui a constaté un taux d’isolement de 96% a partir des écouvillons cloacaux
issus des poulets de chair.

Cette divergence dans les taux de contamination entre notre étude et les autres études qui ont
été realisées en Algeérie peut étre expliquée par les variations climatiques et latitude des régions ou
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se déroulérent les expérimentations. Et méme la méthodologie de recherche surtout en ce qui
concerne les milieux de culture sélectifs utilisés pour I'isolement des Campylobacter.

Bien que peu d’informations soient disponibles sur la prévalence de Campylobacter dans les
pays en voie de développement, nos résultats sont Iégérement supérieurs a ceux rapporté au Sénégal
(63%) (CARDINALE et al., 2004).

En comparant nos résultats avec ceux enregistrés dans les pays développés, on trouve que
nos résultats sont en accord avec d’autres rapportés en littérature : en Belge (73%) (RASSCHAERT
et al., 2007), en France 71,2% ( HUNEAU- SALAUN et al., 2007),et en Grande-Bretagne (68%)
(HUMPHREY, 1994 cité par HALD et al., 2000).

Des taux largement supérieurs aux notres ont toutefois étaient constatés dans de nombreux
pays industrialisé tels que la France (80%) par (AVRAIN et al., 2003),et les Etats Unis 87,5% par
(HIETT et al., 2002).

Nos résultats sont nettement supérieurs a ceux rapportés dans de nombreux pays
industrialisés, a titre d’exemple, En Suede (HANSSON et al., 2010) ont constaté taux de
contamination de (21,3%). De plus, en Estonie, durant une année (2005 a 2006) et sur un total
del254 échantillons de fientes fraiches, (MEREMAE et al., 2010) n’arrivaient plus a isoler des
Campylobacter thermotolérants, ce qui correspond a un taux de contamination de (0%), a savoir
qu’aucun prélévement n a été effectué pendant les mois de Juillet et d’ Aoft.

On note que ces taux de contamination tres faibles de Campylobacter thermotolérants ne
concernent que les pays Scandinavies, qui pratiquent des mesures drastiques pour contrdler les
infections y compris les campylobactérioses. Trés probablement, les conditions climatiques trés
froides de ces pays constituent un facteur hostile pour la survie des Campylobacter thermotolérants.

Les variations de la prévalence des Campylobacter thermotolérants constatées entre les
différentes études, seraient vrai semblablement liées & un certain nombre de facteurs tels que : la
localisation géographique et la saison (HEUER et al., 2001) la taille de 1’échantillon (JEFFREY et
al., 2001), I’age des sujets (BERNDTSON et al., 1996), le milieu de culture utilisé, la technique
d’isolement et les conditions d’incubation (JORGENSEN et al., 2002).

On a constatée que la totalité des échantillons testés de I'élevage 1 est contaminée par
Campylobacter thermotolérants (100%). Cela est expliqué par la rapidité de propagation du germe
au sein de I'élevage.

D’aprés (KOVALENKO et al., 2013), les poulets de chair sont exposés aux Campylobacter
au niveau des fermes, et cette exposition est directement liée a une insuffisance des mesures de

biosécurité autour de la ferme.
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En plus, Selon (JACOB-REITSMA et al., 1995), lorsque la bactérie est introduite dans un
élevage, deux-tiers des animaux sont contamingés en trois jours, et la totalité en une semaine, ce qui
confirme la rapidit¢ de la colonisation. En effet, ’excrétion fécale est probablement un facteur
important de la dissémination des microorganismes dans les troupeaux de volailles (PEYRAT,
2008). Cette rapidité de colonisation est expliquée en partie par la coprophagie pratiquée par les
poulets (LABERGE, 2003).

Malheureusement la courte durée consacrée pour cette étude a limitée la possibilité d'étudier
certains facteurs de risque qui agissent sur le taux de contamination par Campylobacter, surtout la
nature saisonniére de la contamination des poulets de chair avec un pic estival.

111-2- Prévalence des Campylobacter thermotolérants dans les échantillons de poulets
abattus

Pour ces échantillons, les boites de primo-culture contenant les colonies suspectes de
Campylobacter thermotolérants, étaient trés contaminées, il était parfois nécessaire de procéder a
deux isolements pour purifier les souches. Contrairement aux échantillons positifs des fientes ou la
plupart des primo-cultures étaient pures.

La présence des Campylobacter thermotolérants a été mise en évidence dans 66,66 % des
échantillons analysés.

Pendant la phase d’échaudage ou au cours des différents ringages, la peau des volailles
absorbe 1’eau. Les Campylobacter (initialement présents ou apportés par les fientes, le contenu
intestinal ou les différentes machines) adhérent a la peau d’abord par des mécanismes physico-
chimiques puis par des liaisons plus permanentes entrainant la formation d’un biofilm difficile a
retirer si le ringage de la peau n’est pas réalis¢é immédiatement apreés la contamination. En
particulier, les micro-organismes seront retenus dans la fine couche d’eau présente a la surface de la
carcasse apres 1’échaudage.

Le rincage des carcasses permet de retirer une partie de la contamination, mais la peau se
gorge d’eau et les Campylobacter sont retenus dans les plis et les breches de la peau, en particulier
les follicules plumeux qui constituent un environnement favorable de par sa disponibilité en eau et
sa faible teneur en oxygéne (CHANTARAPANONT et al., 2003).

Selon une étude menee par (BARE et al., 2013), la peau du cou de poulet constitue le site le
plus contaminé par les Campylobacter dans la carcasse, en comparant aux autres sites tel que les
ailes, le bréchet ou I’abdomen.

Selon (JAY, 2009), la contamination des peaux de cou aux abattoirs peut étre primaire ou
secondaire :

» La contamination primaire se ferait par transfert du contenu digestif (réservoir) a la
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carcasse directement lors d’une mauvaise maitrise de 1’éviscération.

» La contamination secondaire de la carcasse se ferait par transfert du contenu digestif
par I’intermédiaire d’une source secondaire comme le couteau, la planche a découper ou via le
matériel d’abattage, le personnel, 1’eau, I’air, les nuisibles etc.

D’apres (PEYRAT, 2008), la nature des procédés d’abattage des volailles rend impossible la
prévention d’une contamination croisée des lots négatifs par les lots positifs.

Nous supposons que la contamination par les Campylobacter peut survenir dans différents
points de la chaine d’abattage, principalement lors de 1’échaudage, la plumaison et I’éviscération.

¢ Dans le bac d’échaudage

Nous avons remarqué que le plumage des poulets était fréquemment souillé par leurs fientes
en raison des conditions de transport des volailles, et leur condensation dans les aires de
débarquement avant 1’abattage. Apres la saignée, les volailles sont trempées directement dans un
bac d’échaudage commun a tous les poulets d’'un méme lot et méme de plusieurs lots successifs. De
ce fait, les souillures présentes a la surface des volailles et dans leur plumage se retrouvent dans
I’eau d’échaudage et peuvent se redéposer sur les carcasses suivantes

s Pendant I’éviscération

Au moment du retrait de la masse intestinale, les visceres peuvent se rompre et le contenu
intestinal se décharge et entre en contact direct avec les carcasses (de ’intérieur et/ou de I’extérieur)
et les équipements. Cette rupture accidentelle se traduit par la dissémination, sur les carcasses des
Campylobacter présents dans le tractus intestinal des poulets (POSCH et al., 2006).

Cette étape d’éviscération a été identifiée pour €tre la principale phase de dissémination de
Campylobacter dans la chaine de production au niveau des abattoirs (HAJJ SEMAAN et al., 2014).

Dans les abattoirs visités, 1’éviscération se fait par retrait de la masse abdominale (visceres
et intestins) avec la main du travailleur, il y a la une auto-contamination des carcasses par leurs
propres contenus intestinaux ou une inter-contamination entre les carcasses par les mains du
travailleur.

Notre taux de contamination des peaux du cou est cohérent avec celui annoncé par :
(KOVALENKO et al., 2013) 60.8% en Lettonie, et inferieur a celui rapporté par (FRANCHIN et
al., 2007) qui ont observé un taux de contamination des peaux du cou de 84,7%. Par contre notre
taux est plus élevé que celui enregistré par (GOBET, 1990) (56%) en France.

En Algérie, (MOUFFOK et LEBRES, 1992; MESSAD, 2015), ont rapporté un taux de
contamination des peaux de cou de poulet de chair cohérant au notre de 66%. Alors que,
(LAIDOUCI et al., 2013), a annoncé un taux de contamination des cous de poulet de 1’ordre de

16%.
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(HANSSON et al., 2005), ont noté que les peaux de cou étaient plus contaminés que les
contenus caecaux suggerant la possibilité de contamination de carcasses non porteuses de
Campylobacter dans leurs intestins, par ’environnement de 1’abattoir ainsi que par du matériel
principalement souillé par du contenu intestinal contaminé (rupture des intestins lors de
I’éviscération).

Notre taux de contamination par les Campylobacter au niveau des abats surtout le foie
(70%), est nettement supérieur a celui constaté par (LAIDOUCI et al., 2013), qui a annoncé un taux
de contamination des foies de poulet de I’ordre de 9,4%.

En ce qui concerne, le contenu caecal, on a constaté une prévalence de Campylobacter de
70 %. En comparant nos résultats avec ceux enregistrés dans d'autres pays, on trouve que nos
résultats sont en accord avec d’autres rapportés en littérature : en Allemagne (70%) (REICH et al.,
2008), en France (73%) (GOBET, 1990), et en Belgique (73%) (RASSCHAERT et al., 2007).
D'autre part, nos resultats sont inférieurs a ceux rapportés dans de nombreux pays tel que : en
Algérie (98%) (MESSAD et al., 2015) et en Grenade (93.5%) (HARIHARAN et al., 2009).

Lors d’une étude en Norvege (JOHANNESSEN et al., 2007) ont constaté que tous les
contenus caecaux provenant de lots positifs a Campylobacter sont contaminés par ce germe.

Dans une etude realisée au Nigeria par (SALIHU et al., 2009), le taux de portage intestinal
de Campylobacter thermotolérants chez le poulet était de 77,6%, et ce avec un échantillonnage
relativement plus représentatif (866).

I11-3- Prévalence des especes Campylobacter thermotolérantes isolées

D’apres la méthode phénotypique, 27 (67,5%) poulets de chair sont colonisés par le germe
du genre Campylobacter, répartie sur deux espéces C. jejuni et C. coli, avec une prédominance de la
premiére. Cette approche a permis de caractériser 20 (74,07%) C.jejuni (25,93) C. coli et aucun C.

lari.

La dominance de C. jejuni est confirmée par la plupart des études a l'instar de celles de ;
(LAIDOUCI et al., 2013 ; MESSAD, 2015) en Algérie, (REICH et al., 2008) en Allemagne et
(KENAR et al., 2009) en Turquie.

En revanche, plusieurs auteurs ont constaté que I'espece C. coli est plus prévalant que C.
jejuni comme (HARIHARAN et al., 2009) a Grenade, (ANSARI-LARI et al., 2011) a Iran et
(MACKIW et al., 2012) en Pologne.

69



Chapitre VIII : Discussion

IV- Sensibilité aux antibiotiques des souches de Campylobacter thermotolérants isolées

Différents types d’études ont mis en évidence la relation entre 1’usage des antibiotiques dans
les élevages de volailles et la résistance aux antibiotiques chez les Campylobacter isolés chez la
volaille. La sélection de bactéries résistantes peut se produire pendant ou aprés un traitement
antimicrobien (DOWELL, 2004). Cependant, cette relation n’est pas toujours aussi simple, de
nombreux facteurs influencent la sélection et la diffusion de 1’antibiorésistance, et en particulier :

-La population bactérienne concernée (les Campylobacter commensaux du tube digestif des
volailles ont une plus grande capacité a acquérir des plasmides porteurs de genes de résistance).

-Les effets liés aux traitements de la volaille (les doses utilisées et la durée du traitement, le
nombre d’animaux traités et les pratiques d’¢élevage) (SANDERS, 1999).

Plusieurs auteurs s’accordent pour dire que 1’utilisation des antibiotiques chez 1’animal
comme agents thérapeutiques, prophylactiques ou comme promoteurs de croissance peut entrainer
une réduction de I’efficacité de ces produits en médecine vétérinaire comme en médecine humaine,
par suite du développement de souches résistantes. Chaque exposition aux antibiotiques exerce une
pression de sélection qui éelimine les bactéries sensibles, et favorise la croissance des lignées
résistantes (AVRAIN et al., 2003).

Les résultats d’une étude réalisée par (PEYRAT, 2008) indiquent que les procédures de
nettoyage et de désinfection, ainsi que les procédés d’abattage dans les abattoirs de volailles ne
semblent pas avoir d’influence sur les niveaux de résistance de C. jejuni et C. coli.

Plusieurs méthodes parmi lesquelles la méthode de diffusion des disques, la méthode de
dilution en milieu gélosé et le * Epsilometer-test ” avaient été développées pour déterminer les
profils de sensibilité in-vitro de Campylobacter a une gamme d’antibiotiques (ENGBERG et al.,
1999).

Bien que la méthode de diffusion en milieu gélosé ne soit pas encore standardisée, et pour
des raisons d’ordre matériel, I’étude de la sensibilit¢ aux antibiotiques des souches de
Campylobacter thermotolérants que nous avons les isolées a été réalisée par cette derniére (méthode
des disques).

A 1la suite de la lecture des résultats de I’antibiogramme, on a trouvé que les 19 souches de
Campylobacter thermotolérants testées présentaient des taux de résistance élevés vis-a-vis ;

L’amoxicilline / ac. Clavulanique (100%), 1’érythromycine (94,73%), la tétracycline
(68,42%). D’autre part, aucune résistance a la gentamicine (0%) n’a été constatée.

On a constaté que le taux de résistance a 1’érythromycine était de 94,73%, un taux de

résistance tres élevé et surtout inquiétant pour la santé public, car 1’érythromycine est considéré
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comme I’antibiotique de choix dans le traitement des infections a Campylobacter (ENGBERG et
al., 2001) .

Plusieurs études ont rapportées des taux de résistance a 1’érythromycine largement inférieur
au nétre surtout dans les pays industrialisés; 0,8% (ANDERSEN et al., 2006), 3,1%
(HARIHARAN et al., 2009), 12,5% (CORCORAN et al., 2006), 45% (PEZZOTTI et al., 2003),
dans ’union européenne. En revanche des taux relativement élevés ont aussi été rapportés : en
Turquie 56,9% (BOSTAN et al., 2009) et en Malaisie 98,7% (TANG et al., 2009).

En Algérie, parmi les antibiotiques employés a titre curatif dans les élevages nous citrons :
I’érythromycine, d’autres études menées en Algérie ont rapportées des taux de resistance a
I’érythromycine variables, celui de (GASSOUM, 2011) (89%) corrobore avec notre taux, alors que
celui de (MESSAD, 2015) (21,8%) est largement inférieur au notre.

Ce taux de résistance tres élevé, suggérant une résistance croisée due a I’utilisation de la
tylosine pour traiter une affection respiratoire apparue dans cet élevage. Cet antibiotique
appartenant a la famille des macrolides, est réservé exclusivement a 1’usage vétérinaire. La
résistance a 1’érythromycine correspondrait a une résistance croisée due aux autres macrolides tels
que la tylosine ou la clindamycine (KUANA et al., 2008).

L’étude menée par (LIN et al., 2007) a montré que 1’érythromycine utilisée a faible dose
pendant une longue période (correspondant a 1’utilisation comme facteur de croissance) sélectionne
les souches de Campylobacter résistantes alors que la méme molécule utilisée dans un but
thérapeutique (& une dose plus importante et pendant une courte période) ne sélectionne pas de
résistance. En effet, ’émergence des souches résistantes ne se produit qu’apres une exposition
prolongée (plusieurs semaines) au traitement macrolide.

La résistance a I’action associée amoxicilline/acide clavulanique, antibiotique rarement
utilisé en élevage aviaire, était absolue 100%, cette résistance n’est pas bien expliquée. Surtout si on
compare ce taux avec ceux constatés par (MESSADE, 2105) 47% et (LAIDOUCI et al., 2013)
27%.

Au cours de notre étude, on a constaté que le taux de résistance a la tétracycline était de
68.42%, notre taux est cohérent avec celui annonce par (MACKIW et al., 2012) 64.3%, (BOSTAN
et al., 2009) 69% et (AVRAIN et al., 2003) 70%. Cependant, des taux supérieurs au notre ont été
rapportés : 76,3% (PEZZOTTI et al., 2003) 92%. (TANG et al., 2009). D’autre part, nos résultats
sont supérieurs a ceux rapportés au Grenade 50% (HARIHARAN et al., 2009),

En Algérie des taux de résistance a la tétracycline trés élevé ont aussi éte rapporteés : 94%
(GASSOUM, 2011) et 84% (MESSAD, 2011).
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Au cours de notre étude, nous avons noté que tous les élevages visités étaient constamment
traités par la tétracycline.

Bien que la résistance au chloramphénicol soit trés rare chez Campylobacter et malgré la
prohibition de leur utilisation en Algérie depuis I’année 2006, on a constaté un taux de résistance de
52,63%, un taux largement supérieur a celui annoncé en Algérie par (MESSAD, 2011) 0%, et
(GASSOUM, 2011) 11,57%. Cela peut étre imputable a 1’utilisation de cet antibiotique de fagon
frauduleuse par les vétérinaires ainsi que par les éleveurs.

D’autre part, a la Turquie (BOSTAN et al., 2009) ont rapportés un taux de résistance au
chloramphénicol de 36%, et en Malaisie (TANG et al., 2009) ont rapportés un taux de résistance au
chloramphénicol de 84%.

Au cours de notre étude, toutes les souches qui font objet de I’antibiogramme étaient
sensibles a la Gentamycine, cela renforce les résultats obtenus par (MESSAD, 2011) en Algérie, qui
a aussi constaté un taux de résistance de 0%, cela peut étre du a ’interdiction de 1’utilisation de cet
antibiotique dans le traitement des élevages avicoles, car cet antibiotique a été suspendu de
I’homologation en Algérie depuis I’année 2006 (OMS, 2008).

la nullité de taux de résistance a la Gentamycine a aussi €té rapportée par plusieurs auteurs :
en France (AVRAIN et al., 2003), et au Grenade (HARIHARAN et al., 2009).

Cependant, (GASSOUM, 2011) en Algérie a rapporté un taux de résistance a la gentamycine
de 47,54%, cela peut étre consécutif a I'utilisation de cet antibiotique de fagon frauduleuse par les

vétérinaires ainsi que par les éleveurs.
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Conclusion générale et perspectives

L’objectif de cette étude était d’apporter notre contribution quant a I’estimation de la
contamination de nos élevages et abattoirs de poulets de chair par les Campylobacter
thermotolérants, ceci par 1’évaluation de leur prévalence, la distribution des souches isolées par
especes ainsi que 1’étude de la sensibilité aux antibiotiques des souches isolées, et 1’établissement
des profils de résistance qui en découle.

La culture des Campylobacter est délicate et nécessite des conditions particulieres telles que,
une atmosphére microaérophilie, une température optimum de croissance de 42°C et surtout un
milieu de culture spécifique contenant une gamme d’antibiotiques pouvant inhiber les autres
germes, ainsi que du sang ou du charbon.

En présence de ces conditions, la culture de Campylobacter est de technicité simple a partir
des prélevements de fientes ou de contenus caecaux. Cependant, elle est difficile a partir des
prélevements de peaux de cou ou les abats, du fait de la présence d’une flore de contamination
compétitive.

De plus, I’isolement des Campylobacter ne se réalise qu’aprés une durée de 2 a 5 jours pour
les échantillons de fientes, et de 4 & 7 jours pour des échantillons de peaux du cou et les abats. De ce
fait I’identification phénotypique n’est obtenue qu’apres une longue période, environ 3 jours apres
I’isolement incluant I’étape de purification, et la réalisation des antibiogrammes, allongera
d’avantage cette durée.

En résumé, la culture des Campylobacter et I’identification compléte par la technique
classique s’averent délicates, onéreuse et surtout trés longues ne permettant pas ainsi un diagnostic
rapide au laboratoire médical.

La premicre partie de 1’étude a permis d’évaluer une prévalence globale des Campylobacter
thermotolérants chez le poulet de chair de ’ordre de 67,5%, soit un taux de contamination de 70%,
70 %,70% et 60% dans les fientes, le contenu caecal, les abats et les peaux du cou respectivement.
Les taux de contamination étaient élevés dans les matrices étudiées, le taux de portage intestinal
¢tait ¢élevé ainsi que le taux de contamination des peaux de cou en fin de chaine d’abattage
témoignant de la survie des Campylobacter dans les abattoirs, et ce quel que soit le type et la nature
des opérations d’abattage dans tous les lots testés. Nos résultats se rapprochent de ceux obtenus
dans plusieurs pays. Cependant ils restent nettement supérieurs a ceux rapporté par (LAIDOUCI et

al., 2013), seuls résultats documentés en Algérie
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Les résultats que nous avons obtenus montrent que les Campylobacter thermotolérants sont
bien présents dans nos élevages de poulet de chair, survivent dans les abattoirs et sur les carcasses,
et arriveront certainement au consommateur.

A la différence des autres pathogenes alimentaires, les Campylobacter sont incapables de
croitre en présence d’air, de se multiplier en dehors de leurs hotes et ils sont trés sensibles a de
nombreuses conditions environnementales (PARK, 2002). Malgré ces contraintes, les
Campylobacter survivent de la volaille jusqu’a I’assiette du consommateur et sont aujourd’hui
considérés comme la premicre cause bactérienne d’infection d’origine alimentaire chez ’homme
(PEYRAT, 2008).

La deuxiéme partie de 1’étude a permis de tester la sensibilité des souches de Campylobacter
thermotolérants isolées.100% des souches testées présentaient des multi résistances. Parmi ces
souches, environ 94,73 % présentaient une résistance a 1’érythromycine pouvant compromettre le
traitement efficace des infections a Campylobacter chez I’homme.

Les résistances enregistrées au cours de notre étude, ainsi que celles rapportées par
(MESSAD, 2015) en Algérie, refletent une situation alarmante vis-a-vis du phénomene
d’antibiorésistance, témoignant le plus souvent, d’une utilisation anarchique et incontrolée des
antibiotiques en élevage avicole a des doses sub-thérapeutiques généralement, les tétracyclines et
les quinolones en particulier.

Les Campylobacter représentent un risque important de santé publique en engendrant deux
types de dangers : des dangers directs de toxi-infections alimentaires survenant apres consommation
de poulet contaminé et des dangers indirects d’antibiorésistance croisée entre les souches «
animales » et les souches « humaines » (transfert de germes zoonotiques résistants via
I'alimentation). Elles représentent un probléme de sécurité alimentaire mondiale dans la mesure ou
la nourriture est échangée dans le monde entier et peut étre un vecteur majeur de la propagation de
la résistance aux antibiotiques entre les animaux et les humains.

Ces résultats doivent étre affinés par 1’élargissement du plan d’échantillonnage qui pourra
étre étendu a d’autres régions du pays, I’identification des espéces (bien que toutes les especes de
Campylobacter thermotolérants sont incriminées dans les toxi-infections alimentaires), une étude en
fonction de la saison, mais surtout essayer d’identifier les modalités de contamination des carcasses
dans les abattoirs en effectuant des préléevements de carcasses a différents points de la chaine

d’abattage, des prélévements de 1’cau des bacs d’échaudage et sur le matériel et les équipements.
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Conclusion générale et perspectives

En medecine humaine, les Campylobacter thermotolérants ne sont pas des germes a
recherche systématique en coprologie standard ; bien que certains laboratoires contribuent a la
recherche des Campylobacter lors de diarrhée ou de symptomatologie évocatrice.

Les souches isolées chez ’homme mériteraient d’étre comparées a celle isolées chez le
poulet de chair sur le plan génétique pour essayer de déterminer 1’origine de ces souches, et les
mécanismes de transmission des résistances.

Enfin nous pensons qu’il serait souhaitable, d’établir a I’échelle nationale, des systeémes de
surveillance des infections & Campylobacter.

Les méthodes phénotypiques utilisées en laboratoire sont longues et parfois difficilement
interprétables surtout concernant la lecture des galeries Api, ce qui peut amener a poser un faux
diagnostic. De plus, les bouillons d’enrichissement utilisés afin de revivifier les Campylobacter
stressés ou présents en treés faible nombre, peuvent augmenter aussi la concentration de la flore
environnante, ce qui donnera des faux négatifs et ainsi une sous estimation de 1’incidence réelle de

Campylobacter dans un lieu donné.

76



RECOMMANDATIONS

RECOMMANDATIONS

Afin de pouvoir protéger les consommateurs contre la menace de campylobactériose, une
approche intégrée en matiére de sécurité des aliments de la ferme a la table doit étre adoptée, tel que
proposé par 1’Union européenne (EFSA, 2014). Cette approche comprend des mesures a la fois
d’évaluation des risques et de gestion des risques faisant intervenir tous les acteurs clés concernés, a
savoir les autorités sanitaires vétéerinaires et les responsables de la santé publique.

Les recommandations visent a réduire la prévalence des Campylobacter a tous les niveaux et
aussi essayer de réduire les taux d’antibiorésistance qui représentent un vrai fléau.

1- Réduire la prévalence des Campylobacter thermotolérants

Comme la source majeure des campylobactérioses humaines, est représenté par la viande de
volaille, principalement le poulet, le controle doit étre mis en ceuvre a chaque maillon de cette
filiere, par les différents partenaires impliques.

1-1- Mesures de controle dans les élevages

Ce sont des mesures de biosécurité générale applicables dans batiments d’¢élevage afin

d’empécher ou du moins limiter ’acceés des Campylobacter aux batiments d’élevages :

@ Veiller a la propreté du batiment d’élevage (nettoyage et désinfection adéquats entredeux

lots) ;
Minimiser le passage des éleveurs dans les batiments (acces limité aux personnes) ;
Utiliser des pédiluves ;

Controler I’alimentation et I’eau destinées aux poulets ;

E & & &

Bloquer I’accés aux rongeurs et aux insectes.
Dans les pays scandinaves (Norvege et Suede) ou ces mesures de biosécurité classique sont
appliquées, la prévalence de Campylobacter a été réduite jusqu’a 7% (HUMPHREY et al., 2007).

1-2- Mesure de controle pendant le transport a ’abattoir

-Mise a jeun des animaux 8 a 12 heures avant le transport pour diminuer le contenu
intestinal. Cette mesure permet de réduire la contamination extérieure du plumage par des
Campylobacter pendant le transport.

- Nettoyage et désinfection des caisses de transport aprés chaque utilisation. En effet, il est
tres difficile de les nettoyer correctement et des fientes, des plumes ou de la terre sont souvent
retrouvées apres le nettoyage et la désinfection et les caisses ne sont pas séchées et réutilisées

directement.
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1-3- Mesures de controle dans les abattoirs

En présence d’un risque de contamination par les Campylobacter aussi élevé, il est difficile
de prévenir les contaminations croisées ou de diminuer I’importance de la contamination sur le
produit final des lots infectés. Plusieurs approches sont envisageables

-Prévention de la contamination croisée :

@_’g Respect d’une hygiene maximum pendant 1’abattage particuli¢rement au moment de

I’éviscération

Respect de la marche en avant ;

B &

Nettoyage et désinfection des locaux et du matériel quotidiennement dans les abattoirs de

volailles, en fin de journée de travail.

Utilisation d’une température d’échaudage élevée (< 53°C) ;

B &

Comme les Campylobacter sont trés sensibles a la dessiccation. Le ressuage a I’air libre
(statiqgue ou dynamique) entraine une diminution significative de la contamination de la

surface des carcasses parles Campylobacter ;

@3 Diminution de la cadence d’abattage
- Décontamination des carcasses (chimique ou physique) : la décontamination de la viande de
volaille est plus difficile que pour les autres especes animales de rente a cause de la peau qui est en
général conservée sur le produit final. L’irradiation représente la méthode de choix mais elle reste
une méthode onéreuse et difficilement acceptée par les consommateurs.
1-4- Mesures de controle dans les cuisines
Ces mesures sont recommandeées autant pour des cuisines domestiques que pour les cuisines

collectives.
@ Nettoyage du matériel utilisé dans les cuisines (planches a découper, couteaux) ;

@ Une cuisson correcte reste la meilleure solution pour détruire les Campylobacter présents
dans les viandes et éviter la recontamination de cette viande par contact avec des ustensiles

de cuisines souillés ou les mains du préparateur ou méme par de la viande non cuite ;

@ La décongélation d’une carcasse de volaille doit se faire dans I’étagére du bas du
réfrigérateur pour ne pas conduire a un égouttage et une contamination croisée des autres

aliments ;

@ Mise en place des bonnes pratiques d’hygieéne en restauration pour une meilleure maitrise du
risque lié a Campylobacter.
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1-5- Recommandations a I’intention du public et des voyageurs
S’assurer que les aliments sont convenablement cuits et encore chauds quand ils sont servis.
Eviter le lait cru et les produits a base de lait cru. Ne boire que du lait pasteurisé ou bouilli.

Eviter la glace a moins qu’elle n’ait été préparée a partir d’une eau sans risque sanitaire.

B & & &

Lorsque la sécurité sanitaire d’une eau de boisson est sujette a caution, il faut la faire bouillir
ou si cette opération est impossible, la désinfecter avec un agent désinfectant fiable a

libération lente.

&=

Se laver soigneusement et fréeguemment les mains avec du savon, notamment aprés un
contact avec des animaux d’élevage ou de compagnie ou aprés étre s’étre rendu aux

toilettes.

@ Laver avec soin les fruits et 1égumes, en particulier s’ils sont destinés a étre consommés

crus. Dans la mesure du possible, les fruits et Iéegumes doivent étre pelés.

1-6- Recommandations a I’intention des personnes qui manipulent des aliments
-Les personnes qui manipulent des aliments, que ce soit dans le cadre professionnel ou domestique,
doivent se montrer vigilants dans la préparation des aliments et respecter les régles d’hygi¢ne qui
s’appliquent a cette préparation.
-Les personnes qui manipulent des aliments a titre professionnel et qui présentent de la fiévre, de la
diarrhée, des vomissements ou des lésions cutanées visiblement infectées doivent le signaler
immédiatement a leur employeur.

2- Minimiser la résistance aux antibiotiques

L’OMS et la FAO recommande d’"analyser le niveau de risque causé par l'utilisation
d'antibiotiques dans la production d'alimentation humaine et animale" mais aussi d'évaluer celui "de
la résistance aux antimicrobiens associée a sa présence dans l'alimentation humaine et animale,
ainsi que son impact sur la santé humaine (ANONYME, 2016).

La résistance aux antibiotiques de Campylobacter constitue une menace réelle pour la santé
humaine. Il faut minimiser 1’apparition et le transfert aux humains de bactéries résistantes par

I’intermédiaire de la chaine alimentaire :
@ Usage raisonné et réfléchi des antibiotiques ;

@_’5 Etablissement de guides de bonnes pratiques d’antibiothérapie en élevage ;
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Q‘_’% Mise en place d’un programme de surveillance de la résistance aux antibiotiques a I’échelle
vétérinaire ainsi qu’a I’échelle humaine (recueil et analyse systématique et durable des

données en maticre d’antibiorésistance) ;

@_’5 Limiter [’utilisation des quinolones, des macrolides et des tétracyclines du fait des

résistances observeées ;
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> Milieux de culture (Milieux déshydrates)
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Matériel de prélévement et d’analyse

Annexe |:

Gélose Mueller Hinton (Fluka analytical);

Gélose Karmali (Oxoid) ;

Gélose TSI (IPA) ;
Les réactifs

Supplément de Karmali (Oxoid) ;

Bandelettes pour la recherche de I"oxydase (Oxoid) ;

Disques antibiotiques.

Les solutions

Eau physiologique & 0,9% ;
Peroxyde d’hydrogene a 3% ;

Eau distillée ;

Acétone

Huile a immersion ;
Les colorants de Gram.

Matériel usuel

« Equipements
Microscope optique ;
Anse de platine ;

Bec bunsen ;

Etuve réglable ;
Balance de précision ;
Vortex ;

Marqueurs ;

Portoir ;

Bain-marie ;

Plaque chauffante ;
Stérilisateur ;

Matériel des tranchants

Annexes
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Autoclave ;
Pied a coulisse ;
Réfrigérateur ;

AR NERNERN

Distributeur des disques antibiotiques
s Matériel jetable

Gant en latex ;

Papier buvard ;

Ecouvillon stériles ;

Pipettes pasteur stériles ;

Lames et lamelles couvre-objet ;

Boites pétri stériles (90 mm) ;

Boites pétri stériles (45 mm) ;

Sachets de prélevement stériles ;

NSNS R NN

Sachet générateurs d’atmosphére microaerophil Camy Gen (Oxoid)
% Matériel stérilisable

v" Tubes a essai ;

v" Flacon de 120 ml ;

v" Fioles de 500 ml ;

v' Ciseaux, scalpels et pince.
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Annexe |l :

Techniques de préparation des différents milieux de culture

utilisés pendant I’étude

|. Gélose Karmali (Oxoide)

1. Gélose de base Karmali

Composition (gramme/litre)
Gélose de base Columbia 39
Charbon activé 4
Hémine 32 mg
pH=7,4+0,2

2. Les suppléments sélectifs

Composition (par flacon)
Pyruvate de sodium 50mg
Céfoperazone 16 mg
Vancomycine 10 mg
Amphotericine B 50 mg

Chaque flacon permet de supplémenter 500 ml de milieux

e Préparation de milieu

Ajouter 21,5 g de poudre dans 500 ml d’eau distillée. Bien mélangé et stériliser 15 min a

121°C a l’autoclave.

Milieu Karmali homogénéisé
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Supplément Karmali Campylobacter

Il a été ajouté 2 ml d’eau distillé dans un flacon du supplément Karmali Campylobacter,
mélanger jusqu’a 1’obtention d’une suspension homogeéne et I’ajouter a 500 mL de milieu

Karmali Campylobacter stérile a 50°C.
3. Préparation de milieu complet

Apres refroidir milieu a 50°C et ajouter stérilement un flacon de supplément (SR0205E), bien
mélanger. Verser environ 15 ml du milieu complet dans des boites de pétri stériles, laisser se
solidifier, juste avant I'emploi, sécher soigneusement les boites de milieu gélose, de
préférence apres avoir retiré les couvercles, retourner les boites dans une enceinte de séchage

jusqu'a ce que la surface de la gélose soit exempte d'humidité visible.

Pour le contrdle positive de qualité, en raison de la I’indisponibilité des souches de
référence (Campylobacter jejuni ATCC® 29428), on a fait recours a des souches de

Campylobacter thermotolérants isolées et confirmées pendant 1’étude préliminaires.

I1-Bouillon Preston Campylobacter enrichir au sang et au supplément
Preston

1.Nutrient Broth

Composition (gramme/litre)
Poudre de *“ lab — lemco ” 10
Peptone 10
Chlorure de sodium 5
pH=7,4+0,2

2. Les suppléments sélectifs

Composition (par flacon)
Rifampicine 5
Trimethoprim 5
Cycloheximide 50

Chaque flacon permet de supplémenter 500 ml de milieux
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e Préparation de milieu

Verser 12,5 g de poudre dans 475 ml d'eau distillée, porter a ebullition jusqu'a dissolution

complete, stériliser 15 minutes & 121°C l'autoclave.

Milieu Bouillon Preston homogénéisé

Supplément Preston Campylobacter

Il a été ajouté 2 ml d’eau distillée stérile dans un flacon du supplément Preston
Campylobacter, mélanger doucement jusqu’a dissolution et 1’ajouter a 500 ml de milieu

Preston Campylobacter stérile a 50°C.
3. Sang de mouton défibrine stérile

Le volume de sang a ajouter représente 5% de volume de milieu de base, c’est a dire le

milieu complet est constitué de 500 de milieu de base et 25 ml de mouton défibriné stérile.
4. Préparation de milieu complet

Ajouter un flacon de supplément Preston stérilement et ajouter le sang stérilement au
milieu de base préalablement fondu puis refroidi a 50°C, et mélanger. Verser environ 90 ml

du milieu complet dans des flacons stériles.
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I11. Gélose Columbia au sang (IPA)

Gélose Columbia (IPA) additionnée de sang de mouton défibriné

1. Milieu de base (IPA)

Composition Gramme /litre
Peptone 23
Amidon 1
Chlorure de sodium 5
Agar-agar 8

e Preparation de milieu

Verser 19.5 g de poudre dans 500 ml d'eau distillée, porter a ébullition jusqu'a

dissolution compleéte, stériliser 15 minutes a 121°C l'autoclave.
2. Sang de mouton défibriné stérile

Le volume de sang a ajouter représente 5% de volume de milieu de base, c’est a dire le

milieu complet est constitué de 500 de milieu de base et 25 ml de mouton défibriné sterile.
3. Préparation de milieu complet

Ajouter le sang stérilement au milieu de base préalablement fondu puis refroidi a
50°C, et mélanger. Puis, verser environ 15 ml du milieu complet dans des boites de pétri
stériles, laisser se solidifier, juste avant I'emploi, sécher soigneusement les boites de milieu
gélose, de préférence apres avoir retiré les couvercles, retourne les boites dans une enceinte de
séchage jusqu'a ce que la surface de la gélose soit exempte d'humidité visible.

1. Gélose Mueller Hinton au sang (Fluka analytical)

Gélose Muller Hinton (Fluka analytical) additionnée de sang de mouton.

1. Milieu de base (Fluka analytical)

Composition (Gramme /litre)
Infusion de viande 2
Hydrolysat de caseine 17,5
Amidon soluble 1,5
Agar 17
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PH=7,3+0,2

e Préparation de milieu

Verser 19 g de poudre dans 500 ml d'eau distillée, porter a ébullition jusqu'a dissolution

compléte, steriliser 15 minutes a 121°C l'autoclave.

Milieu Muller Hinton homogénéisé

2. Sang de mouton stérile

Le volume de sang a ajouter représente 5% de volume de milieu de base, c'est & dire le

milieu complet est constitué de 500 de milieu de base et 25 ml de mouton stérile.

3. Préparation de milieu complet

Ajouter le sang stérilement au milieu de base préalablement fondu puis refroidi a 50°C, et
mélanger. Verser environ 15 ml du milieu complet dans des boites de pétri stériles, laisser se
solidifier, juste avant I'emploi, sécher soigneusement les boites de milieu gélose, de
preférence aprés avoir retiré les couvercles, retourne les boites dans une enceinte de séchage

jusqu'a ce que la surface de la gélose soit exempte d’humidité visible.



V. Milieu Triple Sugar Iron agar (TSI).
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Composition (Gramme /litre)
Extrait de beeuf 3
Extrait de levure 3
Digestion pancréatique de caséine 15
Peptone de protéose 5
Destrose 1
Lactose 10
Sucrose 10
Sulfate ferreux 0,2
Chlorure de sodium 5
Thiosulfate de sodium 0,3
Gélose 12
Rouge de phénol 0,024

e Préparation de milieu

Mettre 32,3 g de poudre en suspension dans 500 ml d’eau distillée. Bien mélanger

chauffer pendant une minute sous agitation fréquente. Distribuer dans des tubes et autoclave a

121°C Pendant 15 min.

Milieu Triple Sugar Iron homogénéisé

Laisser refroidir sur un plan incliné pur permettre la formation de culot et de pente.
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Annexe Il :

Technigue microbiologique

Technigue de I'examen a |'état frais

1-Sur une lame, déposer une goutte d'eau physiologique stérile ;
2- Ajouter a l'aide d'anse de platine stéerilisée une fraction de colonie bien isolée ;
3- Etaler doucement ;

4- Recouvrir la lame par une lamelle, et en utilisant une bougie on fait le luttage de lamelle

sur la lame (pour éviter les mouvements de convection de l'aire) ;
5- Observer rapidement au microscope optique a objectif 100 a immersion.

> Les Campylobacter sont des bactéries qui se caractérisent par mouvement

Technique de la coloration de Gram

A-Reéalisation de frottis
1-Sur une lame, déposer une goutte d'eau physiologique stérile ;
2- Ajouter a l'aide d'anse de platine stérilisée une fraction de colonie bien isolée ;
3-Etaler et fixer & la chaleur (au-dessus de flamme de bec bunsen) ;
4- Poser la lame séchée sur le portoir reposant sur un bac de coloration
B-Voici succinctement les différentes étapes de cette coloration :

1- Coloration par le violet de gentiane ;

2- Laisser agir de 30 secondes a 1 minute. Rincer a I'eau de robinet ;

3- Mordancage au lugol (solution d'iode iodo-iodurée): étaler le lugol et laisser agir 30
secondes ; Rincer a I'eau de robinet ;

4- Décoloration (rapide) a l'alcool (+acétone): verser goutte a goutte un mélange alcool-
acétone sur la lame inclinée obliquement, et surveiller la décoloration (5 a 10 secondes).

Rincer sous un filet d'eau de robinet ;
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5- Recoloration a la fuchsine. Laisser agir de 30 secondes a 1 minute. Laver doucement a

I'eau de robinet ;

6- Sécher la lame et observer au microscope optique a objectif 100 a immersion

(grossissement x1000)

> Les Campylobacter sont des bactéries a gram négatifs

Tests biochimigues

1. Test de la catalase
(® Principe

Recherche de la Catalase La catalase est une enzyme qui hydrolyse le peroxyde

d’hydrogeéne (H20.) en eau plus oxygene.
(® Mode opératoire

Avec une pipette pasteur stérile, une colonie isolée sur la gélose Karmali a été
prélevée et émulsionnée dans une goutte d’eau oxygénée précédemment déposée sur une lame

propre et seche.
(P Lecture

La présence de la catalase est révélée par un dégagement gazeux sous forme de

bulles dans les 30 secondes.
2. Test de I’oxydase
(® Principe

Ce test permet la mise en évidence d’une enzyme qui est la (phényléne diamine
oxydase) de la bactérie a partir de leur culture en milieu gélosé. Cette enzyme est capable
d’oxyder le réactif : N dimethyl para phényléne diamine qui est incolore, et en présence de

I’enzyme, il libeére un composé bleu violacé.

(® Mode opératoire
A TI’aide de 1’effilure d’une pipette pasteur, prélever une colonie et la déposer sur
une bandelette imprégnée par un réactif pour la recherche de I’oxydase (NNNN tetramethyl-

p-phényléne-diamine dichlorohydrate (oxoide).
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Lecture

La présence de cette enzyme se manifeste par l'apparition d'une coloration

bleu/violette intense en 5 secondes aux maximums.

Annexe IV:

Figures des milieux de culture et suppléments utilisés

Boite de 500 de poudre déshydratée Boite de 500 de poudre

de milieu Karmali déshydratée de bouillon de Campylobacter

Boite de 500 de poudre déshydratée de Boite de 500 de poudre déshydratée
de Mueller-Hinton Triple Sugar Iron
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Un flacon de supplément Preston Un flacon de supplément Karmali

Campylobacter Campylobacter

Un coffret de sachets générateurs d’atmosphére microaérophile
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Matériel des tranchants Campylobacter jejuni ATCC®

29428



RESUME

Cette étude a pour objectifs, 1’évaluation de la prévalence des Campylobacter thermotolérants chez le poulet de
chair dans la région du Djelfa, I’identification phénotypique des souches isolées, et I’étude de sa sensibilité aux
antibiotiques. Les prélévements de fientes (10), contenu caecal (10), les abats (10) et de peaux de cou (10) réalisés dans
3 élevages et 2 établissements d’abattage avicoles. L’étude de la résistance aux antibiotiques a été déterminée par la
méthode de diffusion dedisques en gélose selon les recommandations de la CA-SFM/2013. Les Campylobacter
thermotolérants ont été isolés a partir de 70%, 70%,70% et 60% du total des échantillons de fientes, contenu caecal, les
abats et peaux de cou respectivement. Les souches isolées appartenaient & deux espéces, 1’espéce la plus fréquente C.
jejuni (74,07%) suivie par C. coli (25,93%). L étude de la sensibilité des souches isolées vis-a-vis aux antibiotiques a
révélé que 100% des souches étaient résistantes a 1’association Amoxicilline /ac.Clavulanique, 68,42% aux tétracyclines
et 94,73%a 1’érythromycine. Aucune résistance n’a été observée & la gentamicine. Les résultats montrent que les
Campylobacter thermotolérants sont non seulement trés fréquents au niveau des fermes et abattoirs avicoles, mais
présentent également des taux de résistance aux antibiotiques extrémement elevés, représentant ainsi un risque
important de contamination de I’homme via 1’ingestion de viande de poulet en engendrant un danger direct lors de toxi-
infections alimentaires et un danger indirect d’antibiorésistancecroisée entre souches aviaires et humaines.

Mots clés : Campylobacter thermotolérants, poulet de chair, prévalence, antibiorésistance.

Abstract
The aim of this study was to assess the frequency of contamination by thermotolerant Campylobacter, phenotypic

identification and to characterize antimicrobial resistance of the strains isolated from broilers in some farms and
slaughterhouses in the region of Djelfa. The droppings (10), caecal content (10), offal (10) and neck skin (10) made in 3
farms and 2 poultry slaughter establishments. Susceptibility to antibiotics was determined according to the guidelines of
the CASFM/2010. Campylobacter thermotolerants were isolated from 70%, 70%, 70% and 60% of the total droppings,
caecal content, offal and neck skins, respectively. The isolated strains belonged to two species, the most common
species C. jejuni (74.07%) followed by C. coli (25.93%). All the strains (100%) were resistant to amoxicillin/clavulanic
acid and sensitive togentamicin. 68,42% to tetracycline and 94,73% to erythromycin Our results showed a high
prevalence of thermotolerant Campylobacter with multidrug resistance profiles in poultry farms and slaughterhouses of
Algiers. These results stress that the risk of human contamination throughout the food chain is very high, which may
generate a danger of food poisoning by ingestion of chicken meat and chicken meat products and a cross-resistance to
antibiotics between human and avian strains.
Keywords: thermotolerant Campylobacter, broiler, prevalence, antibioticresistance.
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